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RESUMO 
 
Há pouco mais de 15 anos, as metaloproteinases da matriz (MMPs) foram 
consideradas enzimas responsáveis pela degradação da matriz orgânica dentinária na 
progressão da cárie. Neste meio tempo, porém, poucos estudos foram publicados tendo 
como base esta premissa. Recentemente, foi indicado que outras proteases como as 
cisteíno-catepsinas (CTs) poderiam atuar nesta degradação. Os objetivos deste estudo 
foram de avaliar e comparar a abundância e atividade proteolítica de diferentes MMPs 
(MMP-2, -8 e -9) e CTs (B, K e L) na matriz orgânica dentinária  sadia e cariada. A 
abundância e distribuição destas enzimas in situ, isto é, na dentina sadia e cariada, foi 
realizada por imuno-histoquímica convencional. A abundância de MMP-2, -9 e CTs B e K, 
assim como a avaliação da estrutura do colágeno nos tecidos sadio e cariado, também 
foram realizadas por imunofluorescência. Também foi realizada a extração dessas enzimas 
da dentina por diferenes métodos: 1) extração com hidrocloreto de guanidina associado ao 
EDTA (G-EDTA); 2) ácido fosfórico (AF); 3) ácido acético (AC) e 4) hidrocloreto de 
guanidina associado ao ácido acético (G-AC). A avaliação da abundância de MMP-2, -8 e -
9 e das CTs B e K foi realizada por western blot. A atividade enzimática nos extratos 
obtidos pelos protocolos de extração foi analisada por zimografia e por 
espectrofluorimetria. Além disso, o grau de solubilização da matriz orgânica dentinária em 
tecido sadio e cariado foi avaliado pela quantificação de hidroxiprolina (HYP). As imagens 
de imuno-histoquímica convencional mostraram abundância de MMP-2, -8 e -9 assim 
como das CTs B, K e L especialmente em dentina profunda e na região da pré-dentina, com 
maior abundância no tecido cariado. Os mesmos achados foram observados para a 
imunofluorescência, sendo que no tecido cariado, além da maior abundância das proteases, 
a estrutura do colágeno mostrou-se alterada. A partir da extração de proteases da dentina 
sadia e cariada, o ensaio de western blot revelou a presença de MMP-2, -8 e -9 e CTs B e K 
nos diferentes protocolos, com maior abundância no tecido cariado. A zimografia mostrou 
atividade gelatinolítica correspondente a MMP-2 para todos os protocolos de extração, com 
variação em função do extrato avaliado. A espectrofluorimetria mostrou variação na 
atividade proteolítica de MMPs e CTs em dentina sadia conforme o extrato e protocolo de 
extração avaliados. O grau de solubilização da matriz orgânica dentinária foi maior no 
tecido cariado. A liberação de HYP também variou em função dos métodos de extração 
testados, com maior liberação observada para o protocolo de extração AC. Pode-se concluir 
que, além das MMP-2, -8 e -9, as CTs B, K e L estão presentes na dentina humana sadia e 
cariada, com maior abundância no tecido cariado, sendo que a presença e atividade dessas 
enzimas pode variar em função do método de extração de proteínas utilizado. Os resultados 
desse estudo sugerem que MMPs e CTs podem atuar em conjunto na degradação do matriz 
orgânica dentinária no processo de cárie e ainda reforçam a teoria para a fisiopatologia da 
cárie, em que um mecanismo proteolítico endógeno seria o responsável pela destruição da 
estrutura dental. 
 
 
Palavras-chave: MMP, catepsina, enzima, cárie.  
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ABSTRACT 
 
There are just over 15 years since the matrix metaloproteases (MMPs) were 
considered responsible for the degradation of dentin organic matrix in caries progression. 
From then on, only few studies were published based on this premise. More recently, it was 
showed that other proteases, like the cysteine-cathepsins (CTs), could also participate of 
such degradation process. The objective of this study was to evaluate and compare the 
abundance and proteolytic activity of different MMPs (MMP-2, -8 and -9) and CTs (B, K e 
L) in sound and carious dentin. Firstly, the abundance and localization of enzymes in sound 
and carious dentin was performed by conventional immunohistochemistry. In addition, 
MMP-2, -9 and CTs B and K abundance associated with evaluation of collagen structure in 
sound and carious dentin was done by immunofluorescence. Different dentin enzyme-
extraction methods were also tested: 1) using guanidine-hydrochloride associated with 
EDTA (G-EDTA); 2) phosphoric acid (AF); 3) acetic acid and 4) guanidine-hydrochloride 
associated with acetic acid (G-AC). The presence of MMP-2, -8 e -9 and CTs B and K was 
evaluated by western blot. Proteolytic activity in dentin extracts was analyzed by 
zymography and spectrofluorometrically. The organic matrix solubilization in sound and 
carious dentin was evaluated by hydroxyproline assay (HYP). Immunohistochemistry 
showed the presence of MMP-2, -8 and -9 and CTs B, K and L, especially in deep dentin 
and predentin, showing more abundance in caries. The same results were observed in 
immunofluorescence, which also showed that the collagen structure was modified in 
carious dentin. The presence of MMP-2, -8 and -9 and CTs B and K was showed in western 
blot in all extraction protocols evaluated, with more abundance in carious when compared 
to sound dentin. Gelatinolytic activity corresponding to MMP-2 was showed in 
zymography, but it was different according to the extraction protocol. Proteolytic activity 
for MMPs and CTs was observed spectrofluorometrically in sound dentin and some 
variation was observed according to the extraction protocol. Dentin organic matrix 
solubilization was confirmed by HYP, with higher HYP released in AC extraction protocol. 
When comparing sound and carious dentin, organic matrix degradation was higher in 
caries. It can be concluded that, besides MMP-2, -8 and -9, the CTs B, K and L are also 
present in sound and carious dentin, with higher abundance in caries. However, the 
presence and activity may vary according to the extraction method used. The results 
indicate that both MMPs and CTs may act in concert in dentin organic matrix degradation 
in caries progression and also support the physiopathology theory for caries in which a 
host-derived proteolytic mechanism would be responsible for dentin degradation.  
 
 
Keywords: MMP, cathepsin, enzyme, caries.  
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1. Introdução 
 
A dentina é um tecido biológico complexo formado por uma matriz orgânica 
mineralizada. Em volume, 50% de sua composição é formada por minerais, enquanto 30% 
é conteúdo orgânico e o restante água (Linde & Goldberg, 1993). O conteúdo orgânico é 
composto principalmente por colágeno tipo I que se encontra organizado como uma densa 
trama de fibrilas interconectadas, ao passo que o conteúdo mineral da dentina é formado 
por cristais minerais de apatita que se depositam em regiões intra e extrafibrilares (Kinney 
et al., 2003). A matriz extracelular dentinária contém ainda outras proteínas, que à 
semelhança do colágeno, também são sintetizadas por odontoblastos, tais como a 
sialoproteína dentinária e fosfoproteína dentinária, além dos proteoglicanos e dos fatores de 
crescimento (Linde & Goldberg, 1993; Goldberg & Lasfargues, 1995).  
A degradação da matriz de dentina é observada em processos fisiopatológicos 
como na progressão da cárie. A teoria mais comum proposta para explicar o 
desenvolvimento das lesões de cárie prescreve que a produção de ácido pela placa 
bacteriana, oriundo do metabolismo da sacarose, leva à desmineralização da estrutura 
dental. Assim, a desmineralização do esmalte subsuperficial resulta, inicialmente, no 
aparecimento das lesões de mancha branca. De acordo com esse modelo, a manutenção das 
condições ambientais para a doença, levam a sua progressão, e isso se reflete na 
desmineralização do tecido dentinário. Como o tecido dentinário é constituído não somente 
de minerais, mas também por uma matriz orgânica, admite-se por este modelo que as 
bactérias e enzimas proteolíticas bacterianas promoveriam, então, a destruição da matriz 
orgânica da dentina aumentando a lesão (Thylstrup & Fejerskov, 2001). 
Porém, há pouco mais de 15 anos, um novo modelo foi proposto para explicar a 
destruição da matriz orgânica da dentina durante a progressão da doença cárie, trazendo 
uma perspectiva diversa em relação ao real papel das enzimas bacterianas nesse processo 
(van Strijp et al., 1994, 1997; Tjäderhane et al., 1998; Sulkala et al., 2001). Esse novo 
modelo pressupõe que durante o processo de desenvolvimento da cárie, a dissolução do 
conteúdo mineral dada pelos ácidos bacterianos não somente promove a exposição da 
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matriz orgânica dentinária, como também deflagra um mecanismo de ativação de enzimas 
do hospedeiro (supostamente presas na matriz orgânica ou provenientes da saliva), que 
então seriam responsáveis pela degradação da matriz orgânica dentinária (Tjäderhane et al., 
1998; Nascimento et al., 2011).  
Estudos demonstraram que diferentes MMPs podem ser secretadas por 
odontoblastos (Palosaari et al., 2000, 2003), sendo que a presença dessas enzimas na 
dentina sadia também foi reportada (Martin-De Las Heras et al., 2000; Sulkala et al., 2007; 
Mazzoni et al., 2009, 2011). Já no tecido cariado, a expressão das MMPs -2, -8 e -9 foi 
identificada nas formas ativa e inativa, bem como foram verificadas suas atividades 
gelatinolíticas  (Tjäderhane et al., 1998). O uso de diferentes inibidores de MMPs, tais 
como as tetraciclinas quimicamente modificadas e o ácido zoledrônico, mostrou reduzir a 
progressão da cárie dentinária em ratos (Sulkala et al., 2001).  
Outras proteases capazes de degradar componentes da matriz extracelular, 
como as cisteíno-catepsinas (CTs), tem sido foco de estudos recentes na Odontologia (Tsuji 
et al. 2001; Mogi & Otogoto, 2007; Tersariol et al., 2010; Nascimento et al., 2011). A 
catepsina K (CT-K), por exemplo, uma protease envolvida no processo de degradação da 
matriz óssea, é considerada uma enzima-chave no avanço da doença periodontal (Mogi & 
Otogoto, 2007) e remodelamento ósseo durante movimentação ortodôntica (Tsuji et al. 
2001). Recentemente, a expressão gênica para a maioria das cisteíno-catepsinas descritas 
foi observada em odontoblastos e em tecido pulpar (Tersariol et al., 2010). A presença de 
catepsina B (CT-B) foi reportada em dentina sadia e em dentina cariada, assim como teve 
sua variação de atividade demonstrada em ambos os tecidos (Tersariol et al., 2010; 
Nascimento et al., 2011). Também foram observadas maior expressão de CT-B e maior 
atividade de cisteíno-catepsinas em dentina cariada quando comparada à dentina sadia 
(Nascimento et al., 2011). Esses achados indicam que as CTs, tanto presentes na saliva 
quanto na dentina, juntamente com as MMPs, sejam também responsáveis pela progressão 
da doença. 
O estudo das enzimas presentes na dentina é geralmente feito por métodos 
bioquímicos ou por técnicas de microscopia associadas ou não aos métodos imuno-
histoquímicos, que permitem avaliar a presença e localização das enzimas no complexo 
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dentinopulpar, assim como avaliar a atividade dessas enzimas e a degradação da matriz 
orgânica dentinária (Shimada et al., 2009; Tezvergil-Mutluay et al., 2010; Mazzoni et al., 
2011). No entanto, o estudo da presença e atividade de proteases em tecidos mineralizados 
pode ser feito a partir da extração dessas enzimas do tecido, o que normalmente envolve a 
desmineralização de tal estrutura. Existem diferentes protocolos de extração que permitem 
a remoção ou extração das proteases da dentina envolvendo diferentes soluções para 
desmineralização e diferentes condições de pH (Martin-De Las Heras et al., 2000; Breschi 
et al., 2010, Mazzoni et al., 2007). Porém, a efetividade desses métodos para extração de 
proteínas da dentina, assim como a sua influência sobre a atividade das enzimas extraídas e 
das enzimas remanescentes na dentina é desconhecida. 
Sendo assim, apesar de estudos recentes terem mostrado a expressão e a 
atividade de enzimas proteolíticas na matriz orgânica dentinária, ainda não se sabe a real 
função dessas proteases endógenas, MMPs e CTs, nos processos em que a matriz dentinária 
é degradada, como ocorre na progressão da cárie e na abreviação da longevidade das 
restaurações adesivas. Sendo assim, o mecanismo de ação dessas enzimas, considerando 
ainda a interação entre elas, assim como o seu papel nos processos de remodelamento e 
degradação da matriz dentinária, tanto em tecido sadio quanto em tecido cariado, precisam 
ainda ser explorados. Portanto, o estudo do perfil e da atividade das diferentes classes de 
proteases presentes no complexo dentinopulpar torna-se importante a fim de possibilitar um 
melhor entendimento dos processos fisiopatológicos em que ocorre a degradação da matriz 
orgânica dentinária. 
 
 
 
 
 4 
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2. Revisão da Literatura 
 
Esta revisão da literatura apresentará de forma concisa alguns conceitos sobre a 
doença cárie e sobre as proteases avaliadas neste estudo (MMPs e CTs), assim como 
relatará o papel dessas enzimas na degradação da matriz orgânica dentinária na progressão 
da cárie. Ainda será apresentada uma revisão sobre as diferentes metodologias atuais 
utilizadas para o estudo da presença e da atividade de proteases em dentina sadia e cariada.  
 
Cárie 
O termo cárie é normalmente usado para definir tanto a doença quanto a lesão 
oriunda do desenvolvimento desta. A doença cárie pode ser definida como sendo de origem 
infecciosa, transmissível e multifatorial, caracterizada por um processo dinâmico que 
ocorre entre a saliva, o biofilme depositado na superfície dental e a própria superfície 
dental, levando a eventos que determinam ora a desmineralização, ora a remineralização da 
estrutura dental (Fejerskov & Kidd, 2003; Kidd, 2004). A lesão de cárie é o sinal ou 
manifestação clínica da doença, e decorre como sugerido, por um desequilíbrio do balanço 
de minerais do dente e biofilme (Fejerskov & Kidd, 2003). A progressão da doença cárie é 
dependente do tempo e da interação de variáveis como a presença de microrganismos com 
potencial cariogênico, susceptibilidade dos tecidos dentais à desmineralização e dieta 
(substrato cariogênico) (Keyes, 1960). 
Uma vez formado o biofilme ou placa dental, os quais são formados por uma 
película que cobre a superfície dos dentes e que contém uma comunidade de bactérias, tem-
se início o processo de cárie (Kidd & Fejerskov, 2004). A produção de ácidos por essas 
bactérias causa flutuações no pH. Tais ácidos, normalmente ácido lático, promovem 
dissolução da estrutura dental calcificada quando o pH está abaixo de 5,5. O processo de 
desmineralização, que ocorre inúmeras vezes durante o dia, é balanceado pelas 
propriedades da saliva, que atua como tampão e pode permitir que ocorra remineralização 
da área afetada. Sendo assim, ocorre um processo dinâmico de desmineralização e 
remineralização, porém, caso esse processo seja desbalanceado, pode ocorrer dissolução do 
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conteúdo mineral da estrutura dental com consequente formação da lesão de cárie (Kidd & 
Fejerskov, 2004). 
Fatores como composição e espessura do biofilme, taxa de secreção salivar e 
composição da saliva e concentração de flúor nos fluidos orais influenciam, de forma 
significativa, os processos metabólicos que levam à formação das lesões de cárie 
(Fejerskov & Kidd, 2003; Nicolau, 2009). A saliva desempenha inúmeros papéis protetores 
que impedem o avanço da doença e a formação da lesão de cárie. Uma das funções da 
saliva, por exemplo, é a diluição de substâncias introduzidas na cavidade oral (clearance), 
como a sacarose, sendo que tanto a secreção salivar contínua quanto a deglutição 
promovem a redução da concentração de sacarose e, portanto, do volume desse substrato 
que é fundamental para a produção dos ácidos bacterianos. A saliva, ainda, apresenta em 
sua composição proteínas antimicrobianas (lisozima, lactoferrina, sistema de peroxidase, 
proteínas ricas em prolina, proteínas ricas em histidina e imunoglobulinas), que podem 
reduzir o crescimento microbiano excessivo na cavidade oral, além de prevenir a adesão e o 
metabolismo de bactérias cariogênicas, ou ainda eliminar bactérias ao promover sua 
aglutinação (aglutininas). Finalmente, a capacidade tampão da saliva ajuda ainda a 
controlar as excessivas flutuações (redução) de pH na cavidade oral após a ingestão de 
açúcar. Assim, caso o consumo de sacarose não seja excessivamente frequente, a queda de 
pH na cavidade oral será apenas momentânea já que o conteúdo inorgânico da saliva 
(cálcio, fosfato e flúor) atua na manutenção da integridade dos tecidos dentais, o que em 
muitos casos pode resultar na remineralização de lesões cariosas iniciais. Assim, condições 
sistêmicas ou locais (deficiências nutricionais, uso de medicamentos, radioterapia na região 
de cabeça e pescoço, doenças autoimunes, menopausa, anorexia nervosa, diabetes melito e 
cálculos na glândula salivar) que alterem significantemente a qualidade (relação de 
conteúdo orgânico e inorgânico) e o volume da secreção de saliva (fluxo salivar), 
comprometendo assim suas funções biológicas, podem aumentar significativamente o risco 
de desenvolvimento da doença cárie (Thylstrup & Fejerskov, 2001). 
De uma forma ainda mais abrangente, a formação das lesões de cárie está, 
também, relacionada a fatores sociais, econômicos e educacionais, uma vez que 
determinam o comportamento do hospedeiro diante da doença (Fejerskov & Kidd, 2003). 
Porém, uma vez que a doença cárie progride, a lesão que se inicia no esmalte ou no 
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cemento, atinge a dentina. Ocorre cavitação e desmineralização da dentina subjacente, o 
que expõe a matriz orgânica dentinária. É importante ainda considerar que a dentina é um 
tecido vital, que possui túbulos dentinários contendo os prolongamentos dos odontoblastos 
e, portanto, ocorre uma resposta do tecido pulpar frente ao estímulo da cárie (Kidd & 
Fejerskov, 2004). A resposta pulpar é, no entanto, dependente da progressão da doença. 
Nas lesões com progressão lenta, ocorre inicialmente uma intensa mineralização da dentina 
na região adjacente à lesão, mesmo quando esta ainda se encontra em esmalte. Ocorre 
também formação de dentina peritubular altamente mineralizada, reduzindo o diâmetro dos 
túbulos, além da formação de dentina terciária na região de dentina profunda adjacente à 
polpa (dentina reacional). Esses processos visam proteger a polpa do estímulo da cárie 
(Bjørndal & Mjör, 2001). Já nas lesões de progressão rápida, pode ocorrer a destruição dos 
odontoblastos na região de dentina profunda adjacente à lesão. Nesse caso, não há 
formação de dentina terciária. Quando os produtos bacterianos atingem o tecido pulpar 
devido à permeabilidade dentinária, ocorrem alterações inflamatórias neste tecido que 
podem desencadear um processo inflamatório reversível ou, em muitos casos, irreversível. 
A formação de dentina terciária pode ainda ocorrer nas lesões de progressão rápida se o 
meio cariogênico for modificado ou removido. Nessa situação, apesar dos odontoblastos 
terem sido destruídos durante a progressão da lesão, células provenientes do tecido pulpar 
podem se diferenciar e, posteriormente, formar dentina terciária (dentina reparadora) 
(Bjørndal & Mjör, 2001). 
Uma vez estabelecida a lesão de cárie, esta pode ainda ser dividida por suas 
características histológicas e morfológicas. Tal classificação, proposta por Fusayama 
(1979) dividiu a lesão de cárie em duas camadas denominadas dentina infectada, 
caracterizada como uma camada de tecido amolecido, irreversivelmente desnaturado, com 
grande invasão bacteriana e não remineralizável; e dentina afetada, com pouca presença de 
bactérias e processos odontoblásticos normais, podendo ser mineralizada. 
Até muito pouco tempo, e ainda de forma predominante, a teoria de progressão 
da cárie baseou-se nos eventos que ocorrem no biofilme e na atividade dos microrganismos 
que produzem ácido. Esse pensamento em relação à etiologia da doença determinou o 
tratamento atual das lesões de cárie em que, a remoção da placa bacteriana assim como a 
realização do procedimento restaurador e o selamento das bactérias na cavidade são 
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considerados como métodos eficientes de parar o processo de evolução da doença (Kidd, 
2004). Porém, diante de resultados recentes que demonstraram a participação de enzimas 
do próprio hospedeiro na progressão da cárie, a fisiopatologia desta doença tem sido 
questionada. Este tema será abordado em detalhes a seguir. 
 
O papel das MMPs na degradação da matriz orgânica dentinária 
As MMPs são endopeptidases que atuam clivando componentes da matriz 
extracelular em vários processos fisiológicos e patológicos, tais como remodelação 
tecidual, angiogênese, artrite, processos tumorais, úlceras, entre outros (Nagase & 
Woessner, 1999; Egeblad & Werb, 2002). A classificação dessas proteases foi 
historicamente feita segundo a especificidade das enzimas em relação ao seu substrato-alvo 
presente na matriz extracelular, assim sendo inicialmente agrupadas como colagenases, 
gelatinases, estromelisinas e matrilisinas. Porém, atualmente, são definidas em grupos de 
acordo com a sua estrutura, e desta forma tem-se que cinco classes são secretadas para a 
matriz e três são MMPs do tipo membrana (MT-MMP) conforme mostrado na Figura 1 
(Egeblad & Werb, 2002).  
De forma geral, a estrutura das MMPs é formada por um pró-domínio, um 
domínio catalítico contendo um sítio de ligação ao zinco, uma região denominada “hinge” 
(região de união) e por um domínio hemopexina. No domínio catalítico são identificadas 
repetições contendo cisteína, as quais estão relacionadas à atividade dessas proteases. As 
MMPs requerem a presença de íons cálcio para manter sua estrutura terciária, e íons zinco 
para manter a funcionalidade do seu sítio ativo (Visse & Nagase, 2003).  
Tais enzimas são sintetizadas como precursores inativos, chamados de 
zimogênios, e são mantidas inativas pela conservação de um grupo sulfidrila na forma 
reduzida na cisteína no pró-peptídeo e pelo íon zinco ligado no domínio catalítico, os quais 
formam uma ponte (Figura 2). A ativação da enzima requer a remoção do pró-peptídeo e 
rompimento dessa ligação, o que pode ocorrer devido à ação de outras MMPs, de outras 
proteases, além de ocorrer quimicamente pela ação do APMA (acetato de 
aminofenilmercúrio), o qual atua no desequilíbrio da lígação cisteína-zinco (Visse & 
Nagase, 2003). A massa molecular das MMPs varia nas formas ativa e inativa da enzima, 
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sendo que as MMPs -2, -8 e -9, as quais são foco deste estudo, tem massa molecular entre 
55 e 92 kDa. 
  
 
Fonte: Egeblad & Werb, 2002  
Figura 1 – Representação esquemática da estrutura protéica das MMPs. De 1 a 5 estão 
representados os cinco tipos de estruturas identificadas nas MMPs secretadas e de 6 a 8 estão 
representadas as estruturas das MMPs tipo membrana (MT-MMPs). (1) Estrutura composta por 
uma sequência sinal na extremidade amino-terminal (Pre) que direciona as enzimas para a rota 
secretória, importação pelo retículo endoplasmático e posterior secreção; por um pró-peptídeo (Pro) 
com um grupo tiol (SH) que mantém o zimogênio ou forma inativa da enzima; e por um domínio 
catalítico que contém um sítio de ligação ao zinco (Zn). (2) Podem ainda ser encontrados outros 
domínios adicionados a essa estrutura mais simplificada, como, por exemplo, o domínio tipo 
hemopexina, que é conectado ao domínio catalítico por uma região de união denominada hinge, e 
que tem como função mediar a interação das MMPs com os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs), 
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moléculas presentes na superfície celular e substratos proteolíticos. A primeira e a última das 
repetições de hemopexina são ligadas por uma ligação di-sulfeto (S-S). (3) MMPs que contém 
insertos de repetições de fibronectina que se assemelham à moléculas de ligação ao colágeno tipo II. 
Essa estrutura é responsável pela ligação da enzima à estrutura do colágeno e da gelatina. (4) As 
MMPs ativadas por furina contém um sítio de reconhecimento para serino proteinases intracelulares 
tipo furina (Fu) entre seus domínios pró-peptídeo e domínio catalítico, e que permite a ativação 
intracelular dessas proteases. (5) O sítio de reconhecimento para furina também é encontrado nas 
MMPs com inserto tipo vitronectina (Vn). (6) As MT-MMPs incluem as MMPs que possuem um 
domínio transmembrana na extreminadade C-terminal (TM) e um domínio citoplasmático curto 
(Cy). (7) As MT-MMPs também podem se apresentar ancoradas à membrana pelo 
glicosilfosfatidilinositol (GPI). (8) A MMP-23 representa um terceiro tipo de MT-MMP e possui 
uma ancoragem sinal na extremidade N-terminal (AS) que reconhece a membrana celular e é 
considerada uma MMP transmembrana tipo II. A MMP-23 também é caracterizada por um domínio 
contendo cisteína (CA) e um domínio tipo imunoglobulina (IgG-like). 
 
 
 
Fonte: McCaw et al. 2007 
Figura 2 – Esquema de ativação das MMPs. As MMPs são secretadas na forma inativa (zimogênio). 
Uma vez que o pró-domínio é removido pela clivagem na região entre pró-domínio e domínio 
catalítico, a enzima torna-se ativa. 
 
Na cavidade oral, as MMPs estão relacionadas a processos fisiológicos e 
patológicos. Acredita-se que essas proteases estejam relacionadas à dentinogênese, atuando 
principalmente na organização e mineralização da matriz orgânica. Sahlberg et al. (1992) 
observaram que a síntese de MMP-2 é aumentada durante a secreção da dentina do manto 
pelos odontoblastos durante o desenvolvimento de dentes de ratos, diminuindo logo após o 
início da mineralização. Além disso, a presença de MMPs na dentina após a mineralização 
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poderia sugerir que essas enzimas participem da remodelação da matriz de dentina antes ou 
durante este processo (Tjäderhane et al. 1998, Martin-De Las Heras et al. 2000).  
 Em condições patológicas, tais enzimas atuam nos processos inflamatórios 
ocorrentes na progressão da doença periodontal (Sorsa et al., 2006) e observados na polpa e 
região periapical (Gusman et al., 2002; Wahlgren et al., 2002), além de participarem em 
carcinomas e tumores de glândulas salivares (Sorsa et al., 2004; Nagel et al., 2004). 
Wahlgren et al. (2002) observaram que os níveis de MMP-8 em exudatos periapicais 
podem determinar a atividade inflamatória e o sucesso do tratamento endodôntico, uma vez 
que os índices dessa enzima são reduzidos quando o tratamento radicular é realizado com 
sucesso e a inflamação é cessada. Gusman et al. (2002) avaliaram os níveis de diferentes 
MMPs, assim como a atividade gelatinolítica no tecido pulpar de dentes com inflamação 
pulpar aguda devido a extensa lesão de cárie. Os autores observaram altos níveis de MMP-
9 e maior atividade gelatinolítica em tecido pulpar inflamado quando comparado ao tecido 
sadio.  
Na estrutura dental, a participação das MMPs na degradação da matriz orgânica 
dentinária passou a ser mais fortemente considerada quando, em 2004, Pashley et al. 
avaliaram a degradação da dentina sadia desmineralizada após estocagem em meio aquoso 
contendo inibidor de crescimento bacteriano ou contendo inibidor de proteases. Os 
resultados deste estudo mostraram que a dentina desmineralizada estocada em meio aquoso 
com inibidor de crescimento bacteriano sofreu intensa degradação das fibrilas de colágeno 
observada em microscopia eletrônica de transmissão, o que não ocorreu quando o inibidor 
de proteases foi utilizado para a incubação das amostras. A partir desses resultados, a 
hipótese de que a desestruturação do colágeno exposto quando a dentina é desmineralizada 
e parcialmente infiltrada pelo sistema adesivo poderia ocorrer em função de um mecanismo 
proteolítico endógeno, como pela ação de MMPs, se impôs como uma alternativa para 
explicar a prematura degradação das restaurações adesivas. Os resultados desse trabalho 
chamaram a atenção para a importância do estudo de tais enzimas na degradação da matriz 
orgânica dentinária. 
Outros estudos prévios ao de Pashley et al. (2004) também já haviam sugerido 
que as MMPs estariam diretamente envolvidas na progressão da cárie (Tjäderhane et al., 
1998; Sulkala et al., 2001), mas por algum motivo desconhecido pouca atenção da 
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comunidade científica foi voltada a estes achados. Na verdade, o primeiro estudo a indicar 
que a atividade colagenolítica observada em dentina cariada poderia ser de origem 
endógena foi publicado em 1983 por Dayan et al. Porém, por ocasião da publicação desse 
estudo, as MMPs, não haviam sido se quer descritas como classe de enzimas, e o estudo de 
Dayan et al. (1983) se ateve a concluir que, em comparação com a dentina sadia, aquela 
acometida por cárie parecia apresentar um aporte de “colagenases” significativamente mais 
abundante. A hipótese de participação das MMPs na progressão da cárie tornou-se patente 
após as primeiras descrições da presença desta família de enzimas na dentina (Tjäderhane 
et al., 1998; Sulkala et al., 2001) e de evidências que indicavam que colagenases 
bacterianas não resistem à queda de pH durante a fase de desmineralização quando um 
modelo de ciclagem de pH foi utilizado (Kawasaki & Featherstone, 1997). Corroborando 
com a premissa de atividade endógena no desenvolvimento da doença cárie, foi ainda 
observado que enzimas bacterianas apresentam apenas leve atividade proteolítica frente aos 
componentes da matriz extracelular da dentina e que seriam incapazes de digerir 
substancialmente a matriz de colágeno in situ (van Strijp et al., 1994, 1997).  
Tjäderhane et al. (1998) ao avaliar a participação das MMPs na progressão da 
cárie mostraram a atividade gelatinolítica e presença de MMPs -2, -9 e -8 em tecido 
cariado. Nesse mesmo estudo, ao coletar e avaliar amostras de bactérias provenientes da 
saliva dos mesmos pacientes dos quais se coletou tecido cariado, os autores observaram 
ausência de atividade gelatinolítica, dados que reforçam a participação de enzimas 
endógenas na progressão da cárie. Uma importante avaliação ainda nesse mesmo estudo 
mostrou que alterações no pH são capazes de ativar as MMPs. Ao incubar MMPs salivares 
em pH ácido (pH 2,3-5,5) e, em seguida incubá-las em pH neutro (pH 6,0-7,5), os autores 
observaram um aumento da quantidade de MMP-9 ativa conforme o tempo de incubação 
em pH neutro aumentou, sugerindo que ocorra uma ativação dessas enzimas pela queda no 
pH. Os autores ainda utilizaram água ou saliva previamente incubada em pH ácido para 
armazenar amostras de dentina desmineralizada. Ao final de 10 dias de armazenamento, os 
autores reportaram maior degradação do colágeno por microscopia eletrônica de 
transmissão e de varredura quando a saliva foi utilizada. Sendo assim, os resultados 
indicaram maior atividade de MMPs e maior degradação da matriz orgânica dentinária 
quando essas enzimas foram submetidas a um pH relativamente ácido, o que sugere um 
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mecanismo de ativação de MMPs denominado “ativação ácida”, no qual as enzimas são 
ativadas pelo pH próximo ao pH na desmineralização no processo de cárie (pH 4,5-5,5). 
Nesse mecanismo de ativação, a produção de ácidos pelas bactérias causaria a 
desmineralização do tecido dentinário, expondo tanto a matriz orgânica quanto as enzimas 
que estavam associadas à essa matriz. Uma vez expostas, essas enzimas poderiam ser 
também ativadas pelo pH ácido, porém só teriam condições de apresentar atividade 
proteolítica quando o pH voltasse para neutro. Portanto, esse mecanismo de ativação ácida 
seria responsável tanto pela exposição das enzimas, que antes estavam presas na matriz 
mineralizada, quanto pela ativação dessas mesmas enzimas após a desmineralização. A 
neutralização do pH ocorreria nesse caso principalmente em função da ação dos tampões 
presentes na própria saliva. Porém, é importante ainda considerar que a liberação de íons 
tais como cálcio e fosfato da própria dentina, após sua desmineralização, poderia também 
influenciar o processo de neutralização (Wang & Hume, 1988; Camps & Pashley, 2000). 
A ativação de MMPs pelo pH ácido foi também relatada no estudo de Sulkala et 
al. (2001), em que os autores observaram alta atividade gelatinolítica de amostras de saliva 
humana após incubação com ativador de MMPs (APMA) ou ativação ácida, sendo que a 
atividade foi significativamente reduzida em ambos casos quando um inibidor de MMPs 
(tetraciclina quimicamente modificada-3) foi utilizado. Os dados reportados nesse estudo 
também indicaram que a atividade é dependente do pH ácido utilizado para ativação, uma 
vez que a incubação das amostras de saliva em pH 6,0 resultou em atividade 
significativamente menor comparada àquela observada após incubação das amostras em pH 
4,5 ou 5,0. Neste estudo foi ainda verificada a redução do tamanho de lesões de cárie em 
primeiros e segundos molares de ratos quando diferentes inibidores de MMPs (tetraciclina 
quimicamente modificada-3 - que atua tanto sobre a atividade como síntese de MMPs - e 
ácido zoledrônico - que inibe atividade proteolítica sem afetar a síntese das MMPs), 
associados ou não, foram usados.  
Também foi demonstrado que as MMPs são importantes mediadores na 
formação da dentina reacional na progressão da cárie. Recentemente, Charadram et al. 
(2012) avaliaram a atividade gelatinolítica total e a atividade gelatinolítica correspondente a 
MMP-2 em diferentes regiões da lesão de cárie. Independente da região analisada foi 
observada maior atividade gelatinolítica no tecido cariado comparado ao tecido sadio. 
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Porém a atividade total diminuiu nas regiões mais profundas (correspondente à dentina 
reacional) enquanto a atividade correspondente a MMP-2 foi maior nessas regiões. Sendo 
assim, foi sugerido que grande parte da atividade gelatinolítica encontrada na região 
profunda da lesão deveria ser atribuída à ação da MMP-2. Os autores também relataram 
imunomarcação mais intensa para MMP-2 em dentina reacional comparada à dentina sadia. 
Ainda neste estudo, os autores observaram expressão relativamente maior dos genes que 
codificam a síntese de MMP-2 em odontoblastos que se localizavam adjacentemente à 
região de dentina acometida pela cárie. Uma vez que a MMP-2 pode liberar a sialoproteína 
dentinária (DSP) a partir da sialofosfoproteína dentinária (DSPP) e, uma vez que a DSP é 
uma proteína que influencia a mineralização do tecido, os autores sugeriram que a MMP-2 
estaria relacionada à formação da dentina reacional no processo de cárie. Esses resultados 
mostram que as MMPs são importantes enzimas na fisiopatologia da cárie, participando 
não apenas da destruição da matriz orgânica dentinária, mas também em outros processos, 
como na formação de dentina reacional. 
 
O estudo das cisteíno-catepsinas no complexo dentinopulpar 
Além das MMPs, outra classe de proteases capazes de degradar componentes 
da matriz extracelular que recentemente passaram a ser estudadas na estrutura dental são as 
cisteíno-catepsinas (CTs). As CTs pertencem ao clã CA das cisteíno-peptidades, mais 
especificamente pertencentes à família C1 das enzimas semelhantes à papaína. Existem 11 
cisteíno-catepsinas humanas conhecidas atualmente: B, C, F, H, K, L, O, S, V, X e W. São 
enzimas ativas em pH levemente ácido e, apesar de serem inicialmente consideradas 
enzimas intracelulares, uma vez que estão localizadas nos lisossomos, atualmente esse 
conceito tem mudado (Turk et al., 2012). A maioria das CTs requer pH levemente ácido 
para sua atividade, sendo que grande parte delas atua como endopeptidase, apesar da CT-B 
também atuar como carboxipeptidase e a CT-H como aminopeptidase (Turk et al., 2000). É 
interessante ainda ressaltar que a CT-B possui um loop de oclusão, que se constitui em uma 
inserção de aproximadamente 20 resíduos de aminoácidos capaz de bloquear o sítio ativo 
da enzima, o que possibilita que esta CT atue como endopeptidase quando o loop de 
oclusão é deslocado, o que acontece em pH neutro (Quraishi et al., 1999; Turk & Guncar, 
2003). A massa molecular dessas proteases é relativamente baixa comparada às MMPs, 
REVISÃO DA LITERATURA 
15 
 
entre 20 e 35 kDa, com exceção apenas para a CT-C que é uma enzima oligomérica com 
peso molecular ao redor de 200 kDa (Turk et al., 2000). 
Estruturalmente, essas enzimas são formadas por dois domínios denominados L 
(domínio esquerdo) e R (domínio direito), de acordo com a orientação padrão usada. 
Segundo o esquema proposto por Turk et al. (2012) para explicar a estrutura de CTs 
endopeptidases, o domínio L contém três α-hélices, sendo que a mais longa ou a hélice 
vertical (hélice principal) tem 30 resíduos de aminoácidos (Figura 3). O domínio R é uma 
estrutura em forma de barril que, vista de frente, forma uma estrutura enrolada fechada na 
base por uma α-hélice e no topo por um resíduo histidina. A interface entre os dois 
domínios se abre formando um sulco com formato de “V”, que é o sítio ativo da enzima, 
sendo que em seu centro existem dois resíduos, um Cys25 posicionado na extremidade N-
terminal da hélice central e um resíduo His163 como parte do domínio R. Esses dois 
resíduos catalíticos formam o par iônico tiolato-imidazol, que é essencial para a atividade 
proteolítica da enzima (Turk et al., 2000; Turk et al., 2012). 
 
 
Fonte: Turk et al. 2012 
Figura 3 – Representação esquemática da estrutura de uma cisteíno-catepsina endopeptidase 
(baseado na estrutura da CT-L). No esquema, as cadeias são mostradas em verde sendo que os 
elementos estruturais secundários são mostrados em azul (α-hélice) e em vermelho (folhas β). Os 
resíduos Cys e His no sítio ativo da enzima estão mostrados em amarelo. 
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Assim como as MMPs, as CTs são sintetizadas como pré-pró-peptídeos, sendo 
que o pré-petídeo é removido quando essas enzimas são enviadas ao retículo 
endoplasmático. Já a ativação da enzima ocorre quando o pró-peptídeo é removido, o que 
pode acontecer pela ação de outras proteases ou por um mecanismo de autoativação em pH 
ácido (Turk et al., 2000). Tais enzimas estão envolvidas em processos tumorais, 
inflamação, artrite reumatóide, doença de Alzheimer, esclerose múltipla, diabetes entre 
outras patologias (Turk & Guncar, 2003).  
Em patologias orais, as CTs estão principalmente relacionadas à doença 
periodontal, reabsorção óssea e processos tumorais (Tsuji et al., 2001; Dickinson et al., 
2002; Mogi & Otogoto, 2007). A participação destas enzimas na inflamação do tecido 
gengival já havia sido documentada, em 1985, por Lah et al. A CT-K foi encontrada em 
altas concentrações no fluido crevicular gengival de pacientes com periodontite crônica 
(Mogi & Otogoto, 2007). Tsuji et al. (2001) ao simular movimentação ortodôntica, 
observaram a presença de CT-K em odontoclastos na superfície de dentina e em 
osteoclastos na superfície do osso alveolar no lado de pressão da movimentação. Foi ainda 
observada alta secreção de CT-B e CT-L em células do ligamento periodontal submetido à 
força compressiva em movimentação ortodôntica simulada (Yamaguchi et al., 2004). A 
CT-K é a única catepsina capaz de degradar colágeno íntegro, ou seja, a enzima pode clivar 
a tripla hélice da molécula de colágeno (Georges et al., 2009). É altamente expressa em 
osteoclastos (Drake et al., 1996), sendo uma importante protease envolvida no 
remodelamento da matriz óssea. Tal atividade está relacionada à formação de complexos 
entre essa enzima e glicosaminoglicanos (GAGs), como o sulfato de condroitina. Acredita-
se que a ligação de uma molécula de CT-K com um único sulfato de condroitina possibilite 
a associação e alinhamento de várias moléculas de CT-K de modo que essas enzimas sejam 
capazes de clivar a tripla hélice da estrutura do colágeno (Li et al., 2008). Já a gelatina, 
colágeno que foi parcialmente degradado e desdobrado, pode ser degradada por outras CTs.  
Em dentina, estudos pioneiros que avaliam tanto a presença quanto a atividade 
de CTs foram recentemente publicados (Tersariol et al., 2010; Nascimento et al, 2011). A 
expressão gênica para diferentes CTs foi demonstrada por Tersariol et al. (2010) em tecido 
pulpar e em odontoblastos, sendo que os mesmos autores mostraram a presença de CT-B 
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em dentina sadia por imuno-histoquímica. Ainda nesse estudo, foi observada uma 
correlação positiva entre a atividade de MMPs e CTs, ambas extraídas da dentina sadia.  
A partir desses resultados, passou a ser considerada a hipótese de que outras 
enzimas além das MMPs, já identificadas em dentina sadia, como as CTs, poderiam estar 
envolvidas em outras patologias dentais como na cárie. Recentemente Nascimento et al. 
(2011) compararam a presença de CT-B em dentina sadia e cariada assim como a atividade 
de cisteíno-catepsinas em ambos substratos. Neste estudo, uma maior expressão de CT-B 
foi observada em dentina cariada e em odontoblastos quando comparados com o tecido 
sadio. No mesmo estudo, os autores também observaram que a atividade de CTs é maior 
quanto maior a profundidade da lesão de cárie sendo que para as MMPs, foi observada uma 
ligeira queda na atividade das mesmas em lesões mais profundas. Já a comparação de 
lesões ativas e lesões crônicas de acordo com as faixas etárias dos pacientes, mostrou 
redução na atividade de MMPs com o aumento da idade, enquanto que as CTs mostraram 
aumento da atividade conforme o aumento da idade dos pacientes, apenas para lesões 
crônicas.  
De acordo com os resultados destes dois estudos sobre CTs na dentina, 
Nascimento et al., (2011) propuseram algumas hipóteses para explicar a origem e o papel 
tanto de MMPs quanto das CTs no complexo dentinopulpar bem como sua modulação na 
cárie. Uma vez que alta atividade de MMPs foi observada em lesões em estágios iniciais 
com ligeira redução em lesões mais profundas e o fato de que a atividade dessas enzimas 
está relacionada com a idade do paciente (com maior atividade em pacientes mais jovens), 
suportam a hipótese de que as MMPs ligadas à dentina, presas na matriz orgânica após sua 
mineralização, são as principais responsáveis pela atividade de MMPs na progressão da 
cárie. Porém, a atividade de CTs foi significantemente maior em lesões mais profundas, e 
ainda a atividade dessas enzimas continuou alta mesmo com o aumento da idade dos 
pacientes, o que sugere uma origem pulpar ou por secreção odontoblástica dessas proteases.  
Porém, como já relatado, nem todas as MMPs e CTs são capazes de degradar 
colágeno íntegro. Foi proposto que, estruturalmente, a molécula de colágeno íntegro (tripla 
hélice) seria maior que o sítio ativo das enzimas (Bertassoni et al., 2011). Tjäderhane et al. 
(2012) propuseram que a degradação do colágeno poderia ocorrer de duas formas: 1) pela 
ação inicial de uma enzima que pudesse desenrolar a molécula do colágeno, permitindo que 
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colagenases degradassem uma das hélices; e 2) por uma alteração estrutural na molécula do 
colágeno que permitiria a sua degradação. Os danos causados à matriz orgânica dentinária 
durante a progressão da cárie seriam capazes de promover essas alterações estruturais, o 
que facilitaria a ação de MMPs e CTs na degradação da matriz orgânica na cárie. Ainda foi 
sugerido que, uma vez que a MMP-9 assim como as CTs, são capazes de atuar como 
telopeptidases (removendo os telopeptídeos da estrutura do colágeno), essas enzimas 
poderiam expor o sítio de clivagem do colágeno, facilitando a sua degradação por outras 
proteases (Tjäderhane et al., 2012). Esses dados mais uma vez corroboram com a teoria de 
que MMPs e CTs possam atuar em conjuntos na degradação do colágeno na cárie. 
 
Métodos para avaliação da presença e atividade de proteases na dentina 
O estudo da presença e/ou atividade de proteases em dentina é possível quando 
se utiliza metodologias bioquímicas ou técnicas de microscopia associadas ou não à imuno-
histoquímica. As técnicas de microscopia incluem, por exemplo, a microscopia eletrônica 
de varredura e microscopia eletrônica de transmissão, as quais permitem a avaliação da 
morfologia da estrutura dentinária e de sua matriz orgânica. Essas técnicas são muito 
empregadas em estudos que avaliam a degradação do colágeno exposto na camada híbrida 
em interfaces adesivas, comparando, por exemplo, a degradação quando inibidores de 
proteases são utilizados (Hebling et al., 2005; Carrilho et al., 2007a, 2007b). 
Já as técnicas de imuno-histoquímica, em que são usados anticorpos específicos 
para cada protease em questão, são empregadas para o estudo da presença das proteases no 
complexo dentinopulpar. Alguns estudos já mostraram a presença e distribuição de MMPs 
em dentina sadia (Mazzoni et al., 2007; Boushell et al., 2008, Mazzoni et al., 2009, 2011) 
além de observar e comparar a presença dessas enzimas tanto em dentina sadia quanto 
cariada (Sulkala et al., 2002; Shimada et al., 2009, Toledano et al., 2010). De forma geral, 
todos os estudos mostraram maior presença de diferentes MMPs no tecido cariado quando 
comparado ao tecido sadio. Shimada et al. (2009) avaliaram a presença de diferentes 
MMPs em dentes cariados considerando as regiões interna e externa da lesão. Os autores 
demonstraram um aumento de MMP-8 e MMP-9 em dentina cariada, especialmente na 
região mais externa da lesão, sugerindo que MMPs advindas da saliva poderiam estar 
relacionadas ao progresso da cárie em regiões mais externas. Já Toledano et al. (2010) ao 
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comparar a presença de MMP-2 em dentina normal, dentina afetada e dentina infectada por 
cárie, observaram intensa imunorreatividade no tecido cariado, especialmente em dentina 
infectada. Tersariol et al. (2010) e Nascimento et al. (2011) também observaram a presença 
de CT-B em dentina sadia e dentina cariada por imuno-histoquímica, com maior presença 
desta enzima no tecido cariado.  
Para a avaliação tanto da presença quanto da atividade de proteases no tecido 
dentinário, normalmente é necessária a extração de tais enzimas da dentina, método que 
muitas vezes requer a desmineralização do tecido. No entanto, a efetividade de cada 
método e a possível influência das soluções empregadas sobre a atividade e/ou estrutura das 
proteases extraídas por esses protocolos ainda são desconhecidas.  
A adaptação de protocolos para extração de proteínas de tecido ósseo e 
dentinário em animais utilizando uma combinação de hidrocloreto de guanidina com a 
desmineralização sequencial com EDTA (Termine et al., 1980; Linde et al., 1980), 
possibilitaram a Martin-De Las Heras et al. (2000) verificar, pela primeira vez, a atividade 
de MMP-2 na dentina humana sadia. A característica especial deste protocolo reside no fato 
de permitir a extração de proteínas fracamente ligadas à matriz, extraídas da dentina com 
desmineralização leve, assim como de proteínas mais fortemente presas à matriz 
mineralizada que somente se tornam disponibilizadas para extração após a 
desmineralização profunda do tecido. O hidrocloreto de guanidina foi inicialmente utilizado 
para a extração de proteoglicanos de cartilagem (Roughley et al., 1985) sendo que tal 
método continua sendo utilizado com este objetivo em estudos recentes (Monfort et al., 
2008). No entanto, esse método utiliza um conhecido inibidor de MMPs, o ácido 
etilenodiaminotetracético (EDTA), para a desmineralização da dentina. Outra desvantagem 
de tal método é o tempo requerido para a realização total do protocolo, já que a 
desmineralização com G-EDTA envolve uma série de trocas de soluções e consequentes 
diálises.  
Utilizando esse protocolo de extração, Martin-De Las Heras et al. (2000) 
observaram a presença e atividade de MMP-2 na dentina sadia além de demonstrarem 
redução em ambos os parâmetros em pacientes com idade superior a 40 anos. Ainda usando 
esse mesmo método, Sulkala et al. (2007) demonstraram a extração de MMP-8 assim como 
a atividade colagenolítica desta enzima a partir da dentina sadia. Apesar de avaliarem a 
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presença de diferentes MMPs, ao comparar os resultados dos trabalhos que utilizaram este 
protocolo para extração de enzimas da dentina humana sadia, alguns dados controversos 
podem ser identificados. Martin-De Las Heras et al. (2000) não observaram presença de 
MMP-2 em nenhum dos extratos obtidos durante a desmineralização com EDTA, enquanto 
Sulkala et al. (2007) relataram a presença de MMP-8 em todas as etapas realizadas com o 
mesmo protocolo de extração. Já Kato et al. (2011), ao testar o mesmo protocolo de 
extração, demonstraram atividade gelatinolítica correspondente a MMP-2 nos extratos 
obtidos durante a desmineralização com EDTA, o que não foi reportado por Martin-De Las 
Heras et al. (2000).  
A extração de proteínas da dentina com EDTA foi ainda utilizada no estudo de 
Mazzoni et al. (2007), em que os autores observaram fraca atividade gelatinolítica de 
MMPs extraídas da dentina humana sadia. No entanto, apesar da concentração de EDTA 
ser a mesma usada por Martin-De Las Heras et al. (2000), os métodos de extração 
utilizados nos dois estudos são diferentes, principalmente em relação ao tempo de 
desmineralização, que foi extremamente reduzido no protocolo realizado por Mazzoni et al. 
(2007) sendo de apenas 24 h enquanto Martin-De Las Heras et al. (2000) realizaram 
desmineralização da dentina por 16 dias.  
Ainda no estudo de Mazzoni et al. (2007), foi realizada a extração de proteínas 
da dentina utilizando-se ácido cítrico 0,87 M e ácido acético 0,26 M para desmineralização, 
e os autores observaram presença e atividade de MMP-2 e MMP-9 extraídas a partir de 
ambos protocolos. Kato et al. (2011) reportaram intensa atividade gelatinolítica de MMP-2 
e -9 também extraídas da dentina humana sadia com ácido cítrico 0,87 M. 
Outro protocolo bastante realizado em estudos que avaliam identidade e 
atividade de MMPs em dentina é o proposto por Breschi et al (2010b), em que é utilizado 
ácido fosfórico 1% durante 10 min para a desmineralização da dentina. Após a 
desmineralização, a dentina é incubada com um tampão de extração de proteínas. Tal 
protocolo tem sido usado em outros trabalhos na literatura que mostraram a presença e 
atividade de MMP-2, MMP-9 e MMP-3 (Breschi et al. 2010a, Mazzoni et al., 2011).  
É importante ressaltar que todos esses protocolos de extração foram utilizados 
em estudos que avaliaram a atividade proteolítica apenas em dentina sadia.  
REVISÃO DA LITERATURA 
21 
 
Além de protocolos de extração, existem estudos que avaliam a degradação do 
colágeno na dentina por métodos bioquímicos (Carrilho et al., 2009; Tezvergil Mutluay et 
al., 2010, 2011). Esses métodos determinam de forma indireta a atividade proteolítica neste 
substrato. Uma técnica bastante utilizada é a quantificação do aminoácido hidroxiprolina 
(HYP) (Jamall et al., 1981, Reddy & Enwemeka, 1996). Essa avaliação é possível uma vez 
que a molécula de colágeno é composta por 10% deste aminoácido (Bornstein & Sage, 
1980; Taskiran et al., 1999). A incubação da dentina desmineralizada em condições que 
permitam a atividade proteolítica neste substrato pode levar à solubilização do colágeno, 
liberando fragmentos da molécula como, por exemplo, HYP, no meio de incubação. A 
partir desse meio de incubação, pode se quantificar a HYP liberada e consequentemente a 
quantidade de colágeno que foi clivado. Portanto, este método tem sido empregado como 
importante metodologia para avaliar indiretamente a degradação da matriz orgânica 
dentinária (Yang et al., 2006, Carrilho et al., 2009, Tezvergil-Mutluay et al., 2010, 2011a, 
2011b). Na maioria desses estudos a dentina é desmineralizada totalmente e a degradação 
do colágeno é avaliada após a incubação do conteúdo orgânico em tampão de incubação, 
muitas vezes citado como “saliva artificial” na literatura. Yang et al (2006) utilizaram ácido 
acético pH 4.0 durante 14 dias para desmineralizar o pó de dentina e avaliar a liberação de 
HYP. Porém, a metodologia mais empregada para desmineralização total da dentina em 
palitos utiliza ácido fosfórico 10% durante 12, 16 ou 18 h (Carrilho et al., 2009; Tezvergil-
Mutluay et al., 2011a; Tezvergil-Mutluay et al., 2010, 2011b). Além de avaliar a atividade 
proteolítica da dentina humana sadia, esses estudos também avaliaram o efeito de diferentes 
inibidores de MMPs nesta degradação. 
A avaliação da degradação da matriz orgânica pode ainda ser realizada pela 
avaliação da degradação do colágeno presente nessa matriz. Alguns estudos tem utilizado a 
técnica de microscopia multi-fóton para avaliar a fluorescência do colágeno e sua 
degradação na matriz extracelular de tecido ósseo, pele, cartilagem e tumores (Brown et al., 
2003; Hompland et al., 2008; Werkmeister et al., 2010). Nesses estudos, a estrutura do 
colágeno é avaliada pela sua autofluorescência emitida devido a um fenômeno ótico, sem a 
utilização de fluoróforos ou corantes extrínsecos, que ocorre em função de sua estrutura e 
organização fibrilar (Yeh et al., 2003). No estudo de Yeh et al. (2003) os autores avaliaram 
a dissociação do colágeno tipo I, utilizando colágeno nativo e um modelo tecidual. Nesse 
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estudo, o modelo tecidual foi submetido a um tratamento com glicerol seguido de sua re-
hidratação com tampão fosfato salino (PBS). Os autores observaram que o padrão de 
bandas presente no colágeno quando observado em microscópio de luz polarizada foi 
perdido após o tratamento com glicerol. No entanto, esse padrão foi novamente visualizado 
após a re-hidratação do tecido com PBS. Quando o modelo tecidual foi avaliado da mesma 
forma utilizando-se de sua autofluorescência, os mesmos resultados foram observados, ou 
seja, a fluorescência, que fora perdida após o tratamento com glicerol, foi novamente 
observada quando o tecido foi re-hidratado. Tais dados indicam que a autofluorescência é 
sensível a modificações de alta ordem na estrutura do colágeno. Ainda neste estudo, quando 
o colágeno nativo foi tratado da mesma forma, a autofluorescência foi reduzida, porém 
ainda estava presente, fato que pode ser explicado pelas ligações cruzadas na estrutura do 
colágeno nativo. 
Considerando os achados apresentados nos trabalhos citados, acredita-se que as 
bactérias cariogênicas sejam responsáveis pela dissolução da estrutura dentinária 
mineralizada, o que expõe as enzimas presentes na matriz orgânica da dentina. Já a 
degradação do tecido ocorreria em função de um mecanismo proteolítico de origem 
exógena (microorganismos) e/ou endógeno (enzimas do hospedeiro). Esses resultados são 
importantes, pois, além de suportarem a hipótese da participação das MMPs e das CTs na 
degradação da matriz orgânica dentinária na progressão da cárie, revelam uma preocupação 
em relação à realização de procedimentos restauradores em dentina afetada por cárie, 
substrato bastante encontrado na prática clínica.  
Apesar das hipóteses propostas, o real papel de cada classe de enzimas tanto na 
degradação das restaurações adesivas quanto na progressão da cárie necessita ser mais 
explorado. O estudo das diferentes classes de proteases presentes no complexo 
dentinopulpar e de sua possível interação bioquímica torna-se fundamental à compreensão 
dos mecanismos envolvidos na degradação da matriz orgânica dentinária. Uma vez que a 
influência das metodologias propostas para extração das enzimas da dentina sobre os 
resultados finais é desconhecida, a comparação dos métodos quanto à efetividade da 
extração assim como da atividade das enzimas extraídas também se faz necessária. 
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3. Objetivos 
 
Este estudo teve como objetivos: 
 
1. Avaliar in situ a abundância e distribuição de MMPs e CTs em dentina sadia 
e cariada; 
2. Comparar diferentes métodos de extração de proteínas da dentina sadia e 
cariada em relação à abundância e atividade de MMPs e CTs; 
3. Comparar a atividade proteolítica endógena remanescente na dentina sadia e 
cariada em função da solubilização da matriz orgânica nesses dois tecidos nos diferentes 
métodos de extração de proteínas.  
 
As hipóteses testadas foram: 1) A abundância de MMPs e CTs em dentina sadia 
é aumentada quando comparada às suas respectivas abundâncias em dentina cariada; 2) A 
abundância das proteases e suas atividades variam de acordo com o método de extração 
realizado; e 3) A atividade proteolítica endógena remanescente é maior em dentina cariada 
comparada à dentina sadia. 
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4. Material e Métodos 
 
A descrição das metodologias empregadas neste estudo está dividida em dois 
tópicos: 
1) Estudo da abundância e localização in situ de MMPs e CTs no complexo 
dentinopulpar de dentes sadios e acometidos por cárie;  
2) Estudo da abundância e atividade proteolítica endógena de proteases 
extraídas da dentina sadia e cariada em função de diferentes protocolos de extração. 
As metodologias utilizadas neste estudo estão representadas a seguir. 
 
 
 
Tanto o estudo da abundância quanto da extração das proteases da dentina 
humana sadia e cariada foi feito com dentes humanos sadios e cariados extraídos, sendo 
que o armazenamento e preparo dos dentes foi diferente em cada metodologia, as quais 
serão descritas a seguir. O protocolo de utilização dos dentes foi aprovado pelo Comitê de 
Ética para estudos em humanos da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – 
FOP/UNICAMP (protocolo # 119/2009) em anexo. 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
26 
 
4.1. Estudo da abundância e localização in situ de MMPs e CTs no complexo 
dentinopulpar de dentes humanos sadios e cariados 
  
Para a avaliação da abundância e localização de MMPs e CTs no complexo 
dentinopulpar de dentes sadios e cariados, foram utilizadas técnicas de imuno-histoquímica 
convencional e de fluorescência. 
 
4.1.1. Imuno-histoquímica convencional 
 
Para a realização da imuno-histoquímica convencional foram utilizados três 
dentes humanos sadios e três dentes cariados. Os dentes foram fixados em formalina 
imediatamente após a extração, desmineralizados, embutidos em parafina e cortados em 
micrótomo para obter secções de aproximadamente 5 µm de espessura. As secções foram 
desparafinizadas em xilol por 15 min, tratadas duas vezes com etanol 100% por 2 min, duas 
vezes com etanol 96% por 2 min e, finalmente, com água destilada. Para melhor exposição 
dos epítopos nas secções, as amostras foram tratadas com pepsina (4 mg/mL) a 37 ºC por 
30 min e em seguida lavadas com PBS. Foi realizado o bloqueio da atividade de peroxidase 
endógena com metanol contendo 10% de peróxido de hidrogênio e as amostras foram 
novamente lavadas com PBS. As secções foram, então, incubadas em solução de PBS 
contendo 2% de albumina e 5% de soro normal por 30 min. As amostras foram distribuídas 
de acordo com o anticorpo a ser utilizado e incubadas com os anticorpos primários anti-
MMP-2 humana de rato (Chemicon International Inc., Temecula, CA, Estados Unidos) 
diluído 1:4.000 em PBS/albumina 2%; anti-MMP-8 humana de coelho (Chemicon 
International Inc., Temecula, CA, Estados Unidos) diluído 1:10.000 em PBS/albumina 2%; 
anti-MMP-9 humana de coelho (Calbiochem/ EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, 
Estados Unidos) diluído 1:2.000 em PBS/albumina 2%; anti-CT-B humana de coelho 
(Calbiochem/ EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, Estados Unidos) diluído 
1:10.000 em PBS/albumina 2%; anti-CT-K humana de rato (Biovendor, Brno, República 
Tcheca) diluído 1:5.000 em PBS/albumina 2% e anti-CT-L (Biovision Inc, Milpitas, CA, 
Estados Unidos) diluído 1:5.000 em PBS/albumina 2%. A incubação foi realizada por 30 
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min a 37 ºC e, em seguida, overnight a 4 ºC. Amostras de controle negativo foram 
incubadas com solução de PBS/albumina 2% pelo mesmo período. Após a incubação, as 
amostras foram lavadas duas vezes por 10 min em PBS e incubadas com anticorpo 
secundário correspondente ao primário diluído em PBS/albumina 2% (1:300) por 1 h em 
temperatura ambiente. Em seguida, as secções foram lavadas com PBS e incubadas com o 
complexo HRP Vectastain1 ABC Kit (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, Estados 
Unidos) por 30 min. As secções foram então lavadas com PBS e foi realizada reação com 
solução de 3,30 diaminobenzidina (DAB) (DAB Substrate Kit1, Vector Laboratories, Inc. 
Burlingame, CA, Estados Unidos) por 1 a 5 min dependendo do anticorpo utilizado, até que 
fosse observada a coloração marrom na secção. A reação foi interrompida pela imersão em 
água destilada seguida de lavagem por 5 min em água corrente. Após a coloração com 
DAB, as amostras foram contra coradas com hematoxilina. Foram realizadas três repetições 
das incubações descritas para cada anticorpo tanto em dentina sadia quanto em dentina 
cariada, além dos testes realizados previamente para se determinar as diluições ideais de 
cada anticorpo. 
As imagens foram obtidas em microscópio de luz (Leica DM LB, Leica 
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) nos aumentos de 5x, 10x, 20x e 40x, sendo que as 
secções de dentina sadia e dentina cariada foram observadas no mesmo dia, em sequência, 
com os mesmos ajustes no microscópio. A quantificação da imunomarcação nas imagens 
obtidas foi realizada utilizando-se o programa ImageJ (U. S. National Institutes of Health, 
Bethesda, MD, Estados Unidos) após converter as imagens para escala de cinza e inverter 
as cores (branco e preto) conforme mostrado na seção apêndice (Figura 66). Diferentes 
áreas foram selecionadas na região de dentina na mesma imagem e utilizadas para a 
quantificação, sendo que os valores de marcação foram expressos em relação à área da 
região selecionada em pixels/µm2. Para a avaliação estatística, inicialmente os dados foram 
avaliados quanto à normalidade dos resíduos à distribuição Gaussiana pelo teste de 
Shapiro-Wilk e, em seguida, foram analisados pelo modelo apropriado para experimentos 
com um fator (one-way ANOVA) com nível de significância de 5%, sendo que os cálculos 
foram executados utilizando-se o sistema SAS (SAS Institute Inc. The SAS System, release 
9.2. SAS Institute Inc., Cary: NC. 2008). 
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4.1.2. Imunofluorescência confocal de varredura a laser 
 
Para a avaliação da abundância de MMPs e CTs por imunofluorescência 
confocal de varredura a laser foram utilizados três dentes sadios e três dentes cariados, 
recém-extraídos e armazenados a – 20 ᵒC até a utilização, sendo que o período máximo de 
armazenamento foi de 15 dias. Inicialmente foram feitas a limpeza e a remoção dos detritos 
visando preservar o tecido pulpar sempre que possível. É importante enfatizar que os dentes 
não foram desmineralizados para o ensaio de imunofluorescência. Em seguida, as porções 
radiculares foram seccionadas e separadas das porções coronárias com disco diamantado 
montado em cortadeira de precisão (Labcut 1010, Extec Corp., Enfield, CT, Estados 
Unidos) sob refrigeração com água. As porções coronárias foram então seccionadas em 
direção longitudinal para a obtenção de fatias com espessura média de 200 µm (Figura 4). 
 
 
Figura 4 – Imagem mostrando a cortadeira de precisão utilizada assim como as secções coronárias 
obtidas dos dentes sadios e cariados.  
 
O preparo das secções para a imunofluorescência confocal de varredura a laser 
foi feito em placas para cultura de células de 24 poços (Figura 5). Inicialmente as secções 
foram lavadas com solução PBS para fluorescência e então fixadas com formaldeído 2% 
por 30 min. Em seguida, foi realizada uma nova lavagem e as amostras foram 
permeabilizadas utilizando solução de saponina 0,01% e albumina 1% em PBS por 10 min 
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em temperatura ambiente. Após a permeabilização, as amostras foram distribuídas segundo 
a protease a ser avaliada e foram incubadas com os anticorpos primários correspondentes às 
proteases de interesse, diluídos na solução de PBS contendo 0,01% de saponina e 1% de 
albumina 1% na concentração de 1:50, e mantidas por 2 h em temperatura ambiente. Os 
anticorpos utilizados foram: anti-MMP-2 humana de rato (Chemicon International Inc., 
Temecula, CA, Estados Unidos); anti-MMP-9 humana de coelho (Calbiochem/EMD 
Millipore Corporation, Billerica, MA, Estados Unidos); anti-CT-B humana de coelho 
(Calbiochem/EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, Estados Unidos) e anti-CT-K 
humana de coelho (EMD Chemicals/Calbiochem, Billerica, MA, Estados Unidos). Para os 
grupos controle, as secções foram incubadas pelo mesmo período na solução de PBS 
contendo 0,01% de saponina e 1% de albumina. Em seguida, todas as amostras foram 
lavadas e incubadas com o anticorpo secundário conjugado com marcador fluorescente 
(Alexa Fluor® 594, Invitrogen Carlsbad, CA, Estados Unidos) correspondente ao anticorpo 
primário, diluído na solução de PBS contendo 0,01% de saponina e 1% de albumina na 
concentração de 1:100 durante 1 h sob agitação constante em temperatura ambiente. Ao 
final da incubação, as amostras foram lavadas e mantidas em PBS. 
A avaliação do colágeno foi realizada pela autofluorescência apresentada pela 
molécula de colágeno íntegro, na qual não é necessário o uso de marcadores ou corantes 
fluorescentes extrínsecos (Brown et al., 2003). Para a localização das enzimas foi avaliada 
a imunomarcação do anticorpo secundário com marcador fluorescente.  
 
 
Figura 5 – Imagem mostrando as secções na placa para cultura de células de 24 poços (A) utilizada 
para a incubação dos anticorpos (B). 
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 As amostras foram observadas em microscópio confocal de varredura a laser 
multi-fóton LSM 780 (Carl Zeiss, Bernried, Alemanha). Tanto a quantificação da área 
relativa ocupada pelo colágeno e pelas proteases nas imagens obtidas quanto a taxa de 
colocalização das proteases com o colágeno foram mensuradas com o software ZEN 2009 
do próprio microscópio.  
 
4.2. Estudo da abundância e atividade proteolítica endógena de MMPs e CTs 
extraídas da dentina sadia e cariada em função de diferentes protocolos de 
extração 
 
 De forma geral, o estudo das proteínas presentes nos tecidos mineralizados 
requer a extração de tais proteínas a partir da desmineralização do tecido a ser estudado. 
Em princípio, foram realizadas adaptações de protocolos para extração de proteínas do 
tecido ósseo (Martin-De Las Heras et al., 2000). À medida que o estudo de proteases na 
dentina começou a se intensificar, foram propostas outras metodologias para a extração das 
mesmas (Mazzoni et al., 2007; Breschi et al., 2010b). Alguns destes protocolos foram 
testados neste estudo e serão descritos em detalhes a seguir. 
 
4.2.1. Preparo do pó de dentina 
 
Para a realização das metodologias propostas, foi necessário que inicialmente a 
dentina fosse transformada em pó, para então iniciar a extração de suas proteínas. Foram 
coletados vinte e cinco dentes molares humanos sadios e vinte e cinco dentes molares 
cariados. Os dentes foram armazenados em freezer -80 ᵒC e mantidos congelados até o 
preparo do pó por no máximo 1 mês. O preparo das amostras foi o mesmo, tanto para 
dentes sadios como para dentes cariados, exceto que, nos dentes cariados, o tecido 
amolecido e contaminado foi removido com colher de dentina estéril e armazenado em -80 
ºC. O restante da coroa foi preparado para a obtenção do pó conforme descrito a seguir para 
os dentes sadios.  
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Inicialmente o cemento e o esmalte foram removidos por desgaste com brocas 
carbide cilíndricas FG 557 (Microdont, São Paulo, SP, Brasil) sob constante refrigeração 
com água. A porção coronária foi separada da porção radicular e o tecido pulpar removido. 
A dentina coronária foi cortada em pequenos fragmentos, que foram então lavados com 
água destilada em ultrassom por 15 minutos, secos em acetona por 5 minutos e mantidos a 
– 80 ºC por pelo menos 24 horas. Os fragmentos de dentina congelada foram triturados 
num moinho de bolas automático (MM400, Restch, Newton, PA, Estados Unidos) (Figura 
6). As partículas de pó de dentina (Figura 7) foram peneiradas e o pó resultante foi 
armazenado a -80 ºC até o momento da realização da extração de proteínas, porém, por no 
máximo 3 meses.  
Para cada protocolo, foi utilizada uma determinada quantia de pó de dentina 
proveniente de diferentes dentes, tanto para os dentes sadios quanto cariados. 
 
 
Figura 6 – Moinho de bolas com os dispositivos de aço inox em posição utilizados para obtenção do 
pó de dentina. 
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Figura 7 – Dispositivo retirado do moinho após o ciclo de moagem contendo o pó de dentina a ser 
utilizado. 
 
 
4.2.2. Protocolos de extração de proteases da dentina humana sadia e cariada  
 
Como mencionado, diferentes protocolos de extração foram testados para 
avaliar a abundância e a atividade de proteases na dentina humana sadia e cariada. Os 
protocolos foram realizados com base em estudos recentemente publicados (Martin-De Las 
Heras et al., 2000; Yang et al., 2006; Breschi et al., 2010) e incluem diferentes soluções 
para extração e/ou desmineralização do tecido dentinário. Nos protocolos testados foram 
utilizados: hidrocloreto de guanidina (Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos) associada ao 
EDTA (Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos) (G-EDTA), ácido fosfórico (Fluka, Buchs, 
Suíça) (AF), ácido acético (Synth, Diadema, SP, Brasil) (AC) e hidrocloreto de guanidina 
associada a ácido acético (G-AC), os quais serão detalhados a seguir.  
O protocolo para extração de proteases com guanidina-HCl e EDTA (G-EDTA) 
utilizado foi proposto por Martin-De Las Heras et al. (2000). Inicialmente, o pó de dentina 
foi mantido imerso overnight em NaCl 2,5 M sob constante agitação a 4 ºC. Após a 
lavagem com NaCl, o conteúdo foi centrifugado (2.000 x g por 10 min a 4 ºC), o 
sobrenadante foi removido e o pó foi lavado 2 vezes com 50 mL de água destilada com 
temperatura aproximada de 4 ᵒC. Em seguida, o pó de dentina foi incubado duas vezes em 
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tampão guanidina-HCl 4M/Tris-HCl 65 mM (pH 7,4) sob constante agitação a 4 ºC por 2 
dias, totalizando 4 dias de incubação. O conteúdo foi então centrifugado, o sobrenadante 
removido e foram obtidos os extratos G1.1 e G1.2, a partir de cada incubação, os quais 
foram combinados para se obter o extrato final G1. Este extrato foi, então, dialisado contra 
Tris-HCl 50 mM (pH 7,4) por 4 dias a 4 ºC, sendo que a solução foi substituída no segundo 
dia de diálise. Em seguida, a diálise foi realizada por mais 1 dia contra água destilada a 4 
ºC. Ao final da diálise, o conteúdo foi armazenado em -80 ºC. Ao mesmo tempo, o 
precipitado obtido após a centrifugação (pó de dentina) foi incubado com EDTA 0,5 M (pH 
7,4) a 4 ºC sob constante agitação por 4 dias. Ao final da incubação com EDTA, o conteúdo 
foi centrifugado, o sobrenadante foi removido e dialisado contra água destilada a 4 ºC por 4 
dias. Ao final da diálise, o conteúdo foi armazenado em -80 ºC (extrato E1). Tal 
procedimento foi repetido por mais três vezes com o mesmo pó e foram obtidos os extratos 
E2, E3 e E4. Após a desmineralização com EDTA, o precipitado foi novamente incubado, 
por duas vezes, com o tampão guanidina-HCl 4M/Tris-HCl 65 mM (pH 7,4) por 2 dias a 4 
ºC sob constante agitação. Os procedimentos de diálise e obtenção do extrato G2 foram 
semelhantes ao descrito para o extrato G1. O esquema a seguir mostra os passos realizados 
no protocolo de extração G-EDTA. 
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Figura 8 - Esquema mostrando as etapas do protocolo de extração de proteínas da dentina G-EDTA. 
 
O protocolo de extração AF foi realizado conforme descrito por Breschi et al. 
(2010a). Inicialmente o pó de dentina foi desmineralizado pela incubação com ácido 
fosfórico 1% pH 1,0 por 10 min sob agitação a 4 °C. Em seguida, o ácido foi tamponado 
pela adição de NaOH 4M. A amostra foi então centrifugada a 3200 x g por 10 min a 4 °C e 
o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em água destilada a 
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aproximadamente 4 °C, lavado brevemente e novamente centrifugado como descrito 
anteriormente. Após a centrifugação, o pó desmineralizado foi então ressuspendido em 
tampão de extração contendo Tris-HCl 50 mM, CaCl2 5 mM, NaCl 100 mM, Triton X-100 
0,1%, NONIDET 0,1%, ZnCl2 0,1 mM e NaN3 0,02%, pH 6,0. O precipitado (pó de 
dentina) foi incubado com o tampão de extração overnight a 4 °C sob agitação constante. 
Após a incubação, a amostra foi centrifugada como descrito anteriormente e o precipitado 
foi separado do sobrenadante sendo que o precipitado (pó) foi liofilizado e armazenado em 
– 20 ºC enquanto o sobrenadante contendo as proteínas foi armazenado em -80 ºC. Todos 
os passos do protocolo são mostrados no esquema a seguir. 
 
 
Figura 9 – Esquema mostrando as etapas do protocolo de extração de proteínas da dentina AF. 
 
Outro método de extração de proteases usado consistiu na desmineralização do 
pó de dentina com solução de ácido acético (protocolo AC). A utilização de ácido acético 
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para extração de proteínas da dentina já foi testada por Mazzoni et al. (2007) e Kato et al. 
(2011). Porém o protocolo realizado é baseado na metodologia descrita por Yang et al. 
(2006). Em tal metodologia, foi adicionado um volume de água destilada (4 mL/g de 
dentina) ao pó de dentina que foi desmineralizado por diálise contra ácido acético 1,0 M 
(pH 4,0) por 4 dias a 4 ºC sob constante agitação (tempo mínimo de desmineralização 
determinado em estudo piloto), trocando-se a solução de ácido diariamente. Após a 
desmineralização, a amostra foi dialisada contra água destilada a 4 ºC, trocando-se a água 
destilada diariamente, por 4 dias. Em seguida, a membrana foi cortada, a solução de pó de 
dentina foi transferida para um tubo de polipropileno e centrifugada por 15 min a 3200 x g 
a 4 ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante contendo as proteínas foi separado do 
precipitado (pó) e armazenado a -80 ºC, enquanto o pó foi liofilizado e armazenado a -20 
ºC. Os passos realizados para esse protocolo são mostrados na figura a seguir. 
 
 
Figura 10 – Esquema mostrando as etapas do protocolo de extração de proteínas da dentina AC 
 
Além desses protocolos já descritos na literatura foi proposto um novo 
protocolo que combina etapas dos protocolos G-EDTA e AC, e que consistiu na extração 
das enzimas da dentina utilizando-se guanidina-HCl associada ao ácido acético (G-AC). A 
substituição pelo ácido acético foi realizada uma vez que o EDTA é um potente quelante de 
cálcio e se pretendia avaliar se esse efeito não teria ação inibitória sobre as MMPs, cuja 
atividade proteolítica é cálcio-dependente. Este protocolo foi realizado conforme descrito 
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anteriormente para o G-EDTA, porém na etapa de desmineralização, o EDTA foi 
substituído por ácido acético 1,0 M (pH 4,0) e tempo de incubação total foi de somente 4 
dias, como aquele empregado no protocolo AC. Sendo assim, após a incubação com 
tampão guanidina-HCl/Tris-HCl e obtenção do extrato G1, o precipitado (pó de dentina) foi 
misturado com um volume conhecido de água destilada e dialisado contra ácido acético 1,0 
M (pH 4,0) a 4 ºC por 4 dias sob constante agitação. Ao final do período de 
desmineralização, o conteúdo foi centrifugado, o sobrenadante foi removido e dialisado 
contra água destilada por 4 dias a 4 ºC sob constante agitação, trocando-se a água destilada 
diariamente. Ao final da diálise, o conteúdo obtido, extrato A, foi armazenado em -80 ºC. O 
precipitado, por sua vez, foi incubado novamente com o tampão guanidina-HCl/Tris-HCl 
conforme descrito para o protocolo G-EDTA, para obtenção do extrato G2. O precipitado 
(pó de dentina) resultante ao final do protocolo de extração foi liofilizado e armazenado a - 
20 °C. O esquema a seguir mostra os passos realizados no protocolo G-AC. 
 
 
Figura 11 – Esquema mostrando as etapas do protocolo de extração de proteínas da dentina G-AC. 
 
Após a realização de todos os protocolos de extração, todos os extratos foram 
centrifugados utilizando-se tubos concentradores contendo filtros (Amicon Ultra-15 
centrifugal filter units, EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, Estados Unidos) para a 
concentração de proteínas. A quantidade total de proteína nos extratos foi determinada pelo 
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kit de quantificação de proteínas DC
TM
 protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Berkerley, 
CA, Estados Unidos), o qual é baseado na metodologia descrita por Lowry et al. (1951). 
Tais extratos foram submetidos às análises de presença de proteases por 
western blot, verificação da atividade gelatinolítica por zimografia e verificação da 
atividade proteolítica por espectrofluorimetria. Já os precipitados resultantes (pó de dentina 
desmineralizado) foram utilizados para a avaliação da solubilização da dentina pela 
quantificação do conteúdo de colágeno solubilizado pela análise de hidroxiprolina. O 
esquema abaixo mostra as metodologias utilizadas e suas etapas.  
 
 
 
4.2.3. Metodologias avaliadas 
 
4.2.3.1. Presença de proteases por western blot 
 
A partir de cada extrato obtido com os protocolos de extração anteriormente 
descritos, 80 µg de proteína foram diluídas em tampão Laemmli 5x, fervidas por 5 min e 
submetidas à eletroforese em condições reduzidas em géis 10% SDS-PAGE. Em seguida, 
as amostras foram transferidas para membranas de PVDF (polifluoreto de vinilideno) 
(Immobilon-P PVDF transfer membrane, Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados 
Unidos). Ao final da transferência, as membranas foram incubadas com solução de PBS 
contendo leite desnatado 5% (Valio, Helsinki, Finlândia) por 1 h sob agitação constante, 
para o bloqueio de ligações inespecíficas. Em seguida, as membranas foram lavadas com 
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PBS contendo Tween-20 0,02% e, então, incubadas com os anticorpos primários diluídos 
em PBS-Tween-20 1:1000 overnight a 4 ºC sob constante agitação. Os anticorpos utilizados 
foram: anti-MMP-2 humana de rato (Chemicon International Inc., Temecula, CA, Estados 
Unidos), anti-MMP-8 humana de coelho (Chemicon International Inc., Temecula, CA, 
Estados Unidos), anti-MMP-9 humana de coelho (Calbiochem/EMD Millipore 
Corporation, Billerica, MA, Estados Unidos), anti-CT-B humana de coelho 
(Calbiochem/EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, Estados Unidos) e anti-CT-K 
humana de rato (Biovendor, Brno, República Tcheca). Ao final da incubação, as 
membranas foram lavadas novamente com solução PBS-Tween-20 e incubadas com os 
respectivos anticorpos secundários biotinilados (anti-coelho produzido em porco e anti-rato 
produzido em coelho), diluídos em PBS-Tween-20 1:1000 (DAKO A/S, Glostrup, 
Dinamarca) por 1 h em temperatura ambiente, sob agitação constante. Em seguida, as 
membranas foram incubadas com solução ABComplex (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca) 
diluída em PBS por 1 h sob constante agitação em temperatura ambiente. Os complexos 
foram detectados com o kit de detecção por quimioluminescência para western blot Pierce 
ECL Chemiluminescence (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, Estados Unidos) 
seguindo as recomendações do fabricante. As membranas foram expostas no sistema de 
aquisição de imagens LAS-3000 (Fujifilm Life Science, Stamford, CT, Estados Unidos). A 
imunomarcação de cada protease estudada foi avaliada nas imagens por densitometria 
realizada pelo programa Scion Image (Scion Corp., Frederick, MD, Estados Unidos).  
 
4.2.3.2. Avaliação da atividade gelatinolítica por zimografia 
 
A atividade gelatinolítica dos extratos obtidos com os protocolos de extração 
foi avaliada por zimograma conforme descrito por Mannello & Sebastiani (2003). Para isso, 
80 µg de proteína dos extratos foram submetidos à eletroforese em condições não reduzidas 
em gel 10% SDS-PAGE copolimerizado com 0,2% de gelatina de pele de porco (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos) marcada com o componente fluorescente MDPF 
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos). Após a eletroforese, os géis foram lavados 
com Triton X-100 2,5% por 30 min sob agitação constante e então incubados com tampão 
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de incubação para MMPs (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, contendo CaCl2 5 mM e ZnCl2 1 µM) 
por 24 h a 37 ºC. Os géis foram feitos em duplicata sendo que um dos géis foi incubado nas 
mesmas condições, porém com tampão contendo fenantrolina 2 mM (inibidor de MMPs). 
Após a incubação, os géis foram expostos à luz UV e foram capturadas imagens com o 
software Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Berkerley, CA, Estados Unidos). Após a 
obtenção das imagens, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2%, 
descorados e novas imagens foram realizadas no mesmo equipamento com exposição em 
luz branca. A quantificação da atividade gelatinolítica mostrada nos zimogramas foi 
realizada com o programa de análise de imagens ImageJ (U. S. National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, Estados Unidos). 
 
4.2.3.3. Avaliação de atividade proteolítica por espectrofluorimetria 
 
A atividade proteolítica total de MMPs e CTs foi monitorada por 
espectrofluorimetria utilizando-se substratos fluorogênicos. Para a avaliação da atividade 
proteolítica de MMPs foi utilizado o peptídeo Abz-GPQGLAGQ-EDDnp (ácido orto-
amino benzóico – Gly-Pro-Gln-Gly-Leu-Ala-Gly-Gln – etilenodiamino 2,4-dinitrofenil) e 
para a atividade de CTs foi usado o peptídeo Z-FR-MCA (carbobenzoxi-Phe-Arg-7-amino-
4-metilcumarina) (gentilmente cedidos pelo professor Dr. Luis Juliano do Departamento de 
Biofísica - UNIFESP). 
Para o substrato usado para MMPs, os grupos Abz e EDDnp consistem em um 
grupo fluorescente e um grupo supressor de tal fluorescência. Quando ocorre a hidrólise em 
um determinado ponto da cadeia peptídica entre os grupos doador e supressor, a 
fluorescência pode ser detectada em equipamento específico (Figura 12A). Já o substrato 
usado para CTs, quando hidrolisado libera produtos que emitem fluorescência, como a 
metil-cumarina (MCA) (Figura 12B). 
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Figura 12 - Esquema mostrando a estrutura e clivagem dos substratos fluorescentes. A) peptídeo 
contendo o par doador/supressor. A clivagem do peptídeo possibilita a liberação da fluorescência. 
(Adaptado de Carmona, AK et al., 2009). B) clivagem do Z-FR-MCA e liberação de produtos que 
emitem fluorescência (Fonte: Melo et al., 2001). 
 
 
Para a atividade de MMPs, 10 µL de cada extrato obtido com os protocolos de 
extração de dentina sadia foram adicionados ao tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) contendo 
10 µM de substrato Abz-GPQGLAGQ-EDDnp e incubados por 24 h em temperatura 
ambiente. Para verificar a especificidade da atividade de MMPs, o mesmo procedimento foi 
realizado para amostras incubadas com um inibidor de atividade de MMPs, a fenantrolina, 
sendo que as amostras foram incubadas nas mesmas condições em tampão contendo 
fenantrolina 1 mM. O ensaio foi realizado em placa de 96 poços, sendo que cada amostra 
foi utilizada em duplicata e as leituras foram feitas em leitor de placa (Tecan, Mannedorf, 
Suíça), com comprimentos de onda de 320 nm para excitação e 420 nm para emissão. 
A avaliação da atividade de CTs foi realizada conforme descrito para as MMPs, 
exceto que o mesmo volume de extrato foi adicionado ao tempão MES 50 mM (pH 5,7) 
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contendo DTT 1 mM e 10 µM do substrato Z-FR-MCA, enquanto a leitura foi realizada 
nos comprimentos de onda de excitação e emissão de 380 e 460 nm, respectivamente. Para 
verificação da especificidade da atividade, amostras foram ainda incubadas com tampão 
contendo E-64 5µM (inibidor de atividade de cisteíno-protease) nas mesmas condições.  
Após as leituras, as atividades específicas para cada extrato foram calculadas 
pela diferença das fluorescências inicial e após 24 h (Δ fluorescência), ajustadas para a 
concentração de proteína presente em cada extrato e expressas em unidades arbitrárias de 
fluorescência (UAF/µg de proteína).  
  
4.2.3.4. Verificação do conteúdo de colágeno solubilizado pela análise de 
hidroxiprolina 
 
Para tal avaliação, foi utilizado o pó de dentina sadia e cariada parcialmente 
desmineralizado (precipitados) obtido após os protocolos de extração descritos 
anteriormente. O pó de dentina desmineralizada e liofilizada foi separado em alíquotas de 
40 mg, que foram brevemente lavadas com 1 mL de água destilada. As amostras foram 
então centrifugadas (14.000 x g por 10 min a 4ºC), os sobrenadantes foram removidos e os 
precipitados foram ressuspendidos em 1 mL de solução tampão MES 50 mM (pH 7.0) 
(MES). As amostras foram incubadas a 37 
o
C, por 1 hora, sob constante agitação. Após esta 
pré-incubação, as amostras foram centrifugadas (14.000 x g por 10 min a 4ºC), os 
sobrenadantes foram removidos e todas as amostras foram ressuspendidas em 1 mL de uma 
mistura de sais (tampão de incubação), suplementada com 0,02% de azida sódica para 
impedir a proliferação bacteriana (pH 7,5 - Quadro 1), e seus conteúdos foram 
homogeneizados e incubados a 37
o
C, sob constante agitação por 48 h.  
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Quadro 1 - Composição da mistura de sais da solução tampão de incubação. 
Componente Concentração 
HEPES 50 mmol/L 
CaCl2 5 mmol/L 
ZnCl2 0,001 mmol/L 
NaCl 150 mmol/L 
PMSF 0,3 mmol/L 
NaN3 3 mmol/L 
 
Ao término do período de incubação, as amostras foram centrifugadas (14.000 
x g por 10 min a 4ºC) e seus respectivos sobrenadantes foram removidos e uma alíquota foi 
utilizada para a avaliação do conteúdo de hidroxiprolina. A concentração de proteína total 
nos sobrenadantes foi verificada pelo método de Lowry et al. (1951).  
A metodologia utilizada para a quantificação da hidroxiprolina liberada foi 
conforme a descrita por Reddy & Enwemeka (1996), com apenas pequenas alterações nesse 
método, visto que em estudo piloto essas alterações resultaram em dados mais consistentes 
e reprodutíveis. Para tal análise, 500 µL dos sobrenadantes obtidos após a incubação do pó 
no tampão de incubação foram utilizados. Inicialmente, as amostras foram liofilizadas e, 
em seguida, foram ressuspendidas em 10 µL de água destilada. A seguir, 40 µL de NaOH 
2N foram adicionados e a hidrólise foi realizada em autoclave em um ciclo a 120 ºC por 30 
min (tempo total do ciclo de 55 min). Após a hidrólise, 450 µL de reagente cloramina-T 
0,056 M foram adicionados às amostras, foi feita agitação vigorosa em vortex, e as 
amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 25 min para a ocorrência da 
oxidação. Em seguida, 500 µL de reagente de Erlich foram adicionados e após agitação 
vigorosa em vortex, as amostras foram incubadas por 40 min em estufa a 65 ºC (Figura 13). 
Os valores de absorbância foram mensurados em espectrofotômetro (DU-800 Beckman 
Coulter, CA, Brea, Estados Unidos) a 550 nm. Os mesmos procedimentos foram realizados 
com amostras padrão contendo hidroxiprolina nas seguintes concentrações: 2, 5, 10, 15 e 25 
µg/µL.  
Os resultados obtidos neste ensaio mostraram a concentração de hidroxiprolina 
liberada no sobrenadante da incubação do pó de dentina em µg/mL, porém os valores foram 
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divididos pelo peso das amostras de dentina utilizadas na incubação (mg de pó de dentina) 
e pela concentração de proteína total (mg/mL) presente no mesmo sobrenadante, sendo que 
os dados foram expressos em µg HYP/mg de proteína total.  
Para a análise estatística dos dados obtidos pelos diferentes protocolos, 
inicialmente foi avaliada a normalidade dos resíduos à distribuição Gaussiana pelo teste de 
Shapiro-Wilk e, em seguida, os dados foram analisados pelo modelo apropriado para 
experimentos inteiramente casualizados em fatorial (2 x 4). Para comparações múltiplas de 
médias, quando necessário, foi aplicado o teste de Tukey-Kramer e foi adotado o nível de 
significância de 5% em todos os testes estatísticos. Os cálculos foram executados 
utilizando-se o sistema SAS (SAS Institute Inc. The SAS System, release 9.2. SAS Institute 
Inc., Cary: NC. 2008). 
  
 
Figura 13 – Tubos contendo amostras após a adição do reagente de Erlich e incubação em estufa a 
65 ºC. A quantidade de hidroxiprolina é obtida pelo valor de absorbância das amostras, determinada 
pela intensidade da sua coloração. 
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5. Resultados 
 
5.1. Estudo da abundância e localização in situ de MMPs e CTs no complexo 
dentinopulpar de dentes sadios e cariados  
 
5.1.1. Imuno-histoquímica convencional 
 
As imagens de imuno-histoquímica convencional para MMPs e CTs em dentina 
sadia e cariada estão mostradas a seguir nas figuras 14 e 15. 
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Figura 14 – Abundância e distribuição de MMPs em dentina sadia e cariada detectadas por imuno-histoquímica convencional. A: MMP-2 em dentina sadia (20x). 
B: MMP-2 em dentina sadia (40x). C: MMP-2 em dentina cariada (20x). D: MMP-2 em dentina cariada (20x) mostrando a imunomarcação na região de dentina. 
E: MMP-9 em dentina sadia (20x). F: MMP-9 em dentina sadia (40x). G: MMP-9 em dentina cariada (5x). H: MMP-9 em dentina cariada (20x). I: MMP-8 em 
dentina sadia (20x). J: MMP-8 em dentina sadia (40x). K: MMP-8 em dentina cariada (20x). L: MMP-8 em dentina cariada mostrando imunomarcação na região 
de dentina profunda no interior dos túbulos dentinários (20x). D: dentina, P: polpa, PD: pré-dentina. Barras de magnificação: 200 µm em 5x, 50 µm em 20x e 25 
µm em 40x. Observar intensa imunomarcação na região de PD. Ao comparar dentina sadia e dentina cariada, pode-se notar que, apesar da intensa imunomarcação 
observada na pré-dentina para os dois tecidos, é possível observar intensa marcação para as MMPs em toda a região de dentina cariada, onde foi possível detectar 
marcação para as enzimas paralelamente à orientação dos túbulos dentinários (Imagens D, H e L). Ainda na dentina cariada pode-se observar intensa 
imunomarcação em dentina profunda, próximo à dentina reacional/terciária (setas) assim como intensa imunomarcação na região adjacente à lesão de cárie 
(cavidade cárie) (asterisco). 
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Figura 15 - Abundância e distribuição de CTs em dentina sadia e cariada detectadas por imuno-histoquímica convencional. M: CT-B em dentina sadia (20x). N: 
CT-B em dentina sadia (40x). O: CT-B em dentina cariada (10x). P: CT-B em dentina cariada (20x). Q: CT-K em dentina sadia (20x). R: CT-K em dentina 
sadia (40x). S: CT-K em dentina cariada (dentina terciária/reacional) (20x). T: CT-K em dentina cariada (20x) mostrando imunomarcação na região de dentina 
pofunda. U: CT-L em dentina sadia (10x). V: CT-L em dentina sadia (20x). X: CT-L em dentina cariada (20x). Z: CT-L em dentina cariada (40x). D: dentina, 
O: camada de odontoblastos, P: polpa, PD: pré-dentina. Barras de magnificação: 100 µ m em 10x, 50 µm 20x e 25 µm em 40x. Observar intensa 
imunomarcação na região de PD, porém, imunomarcação mais intensa para as diferentes CTs em dentina cariada comparada à dentina sadia é especialmente 
evidente nas outras regiões da dentina profunda (setas). Ainda é possível detectar marcação para as enzimas paralelamente à orientação dos túbulos dentinários 
(Imagens O, P, T, X e Z). Ainda na dentina cariada pode-se observar intensa imunomarcação em dentina profunda, próximo à dentina reacional/terciária (setas) 
assim como intensa imunomarcação na região adjacente à lesão de cárie (cavidade cárie) (asterisco). 
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Figura 16 – Quantificação da imunomarcação (pixels/µm2 da área das imagens) das diferentes 
MMPs e CTs em dentina sadia e em dentina cariada por imuno-histoquímica convencional. As 
letras em cada barra comparam os grupos individualmente, sendo que barras com letras diferentes 
indicam médias que diferem entre si no nível de significância de 5%. 
 
Todas as proteases avaliadas neste estudo foram observadas por imuno-
histoquímica convencional tanto em dentina sadia como em dentina cariada, com diferente 
intensidade de imunomarcação nestes dois tecidos. As imagens 14 e 15 mostram as secções 
de dentina sadia e cariada em regiões mais profundas, evidenciando a dentina próxima à 
câmara pulpar, em que é possível observar o tecido pulpar, a camada de odontoblastos e a 
pré-dentina, uma vez que essa foi a região com imunomarcação mais evidente em todas as 
condições para MMPs e CTs. Foi observada diferença entre dentina sadia e dentina cariada, 
com imunomarcação significativamente mais intensa para todas as enzimas no tecido 
cariado (Figura 16). Ainda no tecido cariado, também foi possível observar intensa 
marcação da enzima na região adjacente à lesão de cárie (Figura 14G) assim como também 
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foi observada a presença das enzimas em dentina profunda, próximo à dentina 
reacional/terciária e odontoblastos (Figuras 14C, 14G, 14H, 14K, 15O e 15T). 
 
5.1.2. Imunofluorescência confocal de varredura a laser 
 
Os resultados para a avaliação do colágeno íntegro assim como para a 
abundância de MMP-2, -9 e CT-B e CT-K por imunofluorescência confocal de varredura a 
laser são mostrados nas figuras 17 a 25 a seguir.  
 
 
Figura 17 – Imagem obtida em microscópio confocal de varredura a laser mostrando a 
autofluorescência do colágeno íntegro. A: Imagem observada no microscópio confocal de varredura 
a laser por contraste de interferência diferencial (DIC) mostrando a região de dentina avaliada e 
usada para a observação do colágeno. B: autofluorescência do colágeno observada em verde na 
mesma região. C: sobreposição das imagens anteriores. 
 
 
Utilizando-se da capacidade de emissão de autofluorescência apresentada pelo 
colágeno, ou seja, sem a utilização de fluoróforos ou corantes extrínsecos, foi possível 
observar a sua estrutura fibrilar conforme mostrado na Figura 17.  
As imagens 18 a 25 revelam a presença e distribuição de MMP-2, MMP-9, CT-
B e CT-K em dentina sadia e em dentina cariada. Também são apresentados gráficos que 
mostram a área relativa em porcentagem ocupada pelo colágeno e pelas proteases nas 
imagens obtidas para os tecidos sadio e cariado. A taxa de colocalização do colágeno com 
cada protease observada nas imagens também é apresentada na tabela 1 a seguir. 
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 Figura 18 – Abundância de MMP-2 em dentina sadia e dentina cariada. Imagens A e E: imagem obtida 
por contraste de interferência diferencial (DIC) da região de dentina observada no microscópio confocal 
de varredura a laser e usada para a localização da enzima. Imagens B e F: autofluorescência do colágeno 
observada em verde na mesma região. C e G: imunomarcação para anti-MMP-2 em vermelho. D e H: 
sobreposição das imagens anteriores mostrando a colocalização do colágeno com a marcação do 
anticorpo mostrada em amarelo/laranja (visualizada apenas em H). D: dentina, PD: pré-dentina. 
 
Figura 19 – Quantificação de MMP-2 em dentina sadia e dentina cariada. As imagens Q a T mostram a 
intensidade (determinada pelos picos) e a distribuição da imunomarcação da enzima e do colágeno nas 
imagens da figura 18. Q: distribuição do colágeno em dentina sadia. R: distribuição de MMP-2 em 
dentina sadia. S: distribuição do colágeno em dentina cariada. T: distribuição de MMP-2 em dentina 
cariada. U: gráfico mostrando a área relativa em porcentagem ocupada pela enzima e pelo colágeno nas 
imagens avaliadas. 
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A figura 18 indica que a MMP-2 apresentou-se de forma bem distribuída, 
porém mais intensa na região de dentina profunda, próximo à câmara pulpar. A abundância 
de enzima no tecido acometido pela cárie é maior quando comparada ao tecido sadio, o que 
pode ser nitidamente observado também na figura 19, que mostra a quantificação da enzima 
nos dois tecidos. A autofluorescência apresentada pelo colágeno na dentina sadia (Figura 
18B) mostrou redução na dentina cariada, sendo identificada apenas na região de pré-
dentina (Figura 18F). Tanto o aumento na abundância de enzima quanto a redução do sinal 
de autofluorescência do colágeno na dentina cariada são observados no gráfico na imagem 
19U.  
Quando as imagens que revelam o colágeno por autofluorescência são 
sobrepostas às imagens de imunomarcação de MMP-2, é possível observar a colocalização 
entre ambos, isto é, colágeno e proteases, o que é demonstrado pela área em 
amarelo/laranja na figura 18H. 
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Figura 20 – Abundância de MMP-9 em dentina sadia e cariada. Imagens I e M: imagem obtida por 
contraste de interferência diferencial (DIC) da região de dentina observada no microscópio confocal de 
varredura a laser e usada para a localização da enzima. Imagens J e N: autofluorescência do colágeno 
observada em verde na mesma região. K e O: imunomarcação para anti-MMP-9 em vermelho. L e P: 
sobreposição das imagens anteriores mostrando a colocalização do colágeno com a marcação do 
anticorpo em amarelo/laranja (visualizada apenas em L). D: dentina, P: polpa/câmara pulpar, PD: pré-
dentina. 
 
Figura 21 - Quantificação de MMP-9 em dentina sadia e dentina cariada. As imagens V a Y mostram a 
intensidade (determinada pelos picos) e a distribuição da imunomarcação da enzima e do colágeno nas 
imagens anteriores. V: distribuição do colágeno em dentina sadia. W: distribuição de MMP-9 em dentina 
sadia. X: distribuição do colágeno em dentina cariada. Y: distribuição de MMP-9 em dentina cariada. Z: 
gráfico mostrando a área relativa em porcentagem ocupada pela enzima e pelo colágeno nas imagens 
avaliadas. 
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A figura 20 indica que, tanto na dentina sadia quanto na dentina cariada, a 
MMP-9 foi principalmente observada na região de dentina profunda, sendo que para a 
dentina sadia, pode-se observar a protease com intensa imunomarcação na região de pré-
dentina (Figura 20K). Ao sobrepor as imagens para observar a localização do colágeno e da 
enzima, a colocalização pode ser vista apenas no tecido sadio (Figura 20L). O sinal de 
autofluorescência apresentado pelo colágeno na dentina sadia foi perdido na dentina 
cariada, o que determinou a ausência de colocalização no tecido cariado, e não são vistas 
regiões em amarelo/laranja (Figura 20P). A diferença na abundância de enzima entre 
dentina sadia e dentina cariada é notável quando se compara as imagens K e O na figura 20. 
Assim como para a MMP-2, observa-se uma inversão na área relativa ocupada 
pelo colágeno e pela MMP-9 quando comparados os tecidos sadio e cariado (figura 21Z). 
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Figura 22 - Abundância de CT-B em dentina sadia e dentina cariada. Imagens A e E: imagem obtida por 
contraste de interferência diferencial (DIC) da região de dentina observada no microscópio confocal de 
varredura a laser e usada para a localização da enzima. Imagens B e F: autofluorescência do colágeno 
observada em verde na mesma região. C e G: imunomarcação para anti-CT-B em vermelho. D e H: 
sobreposição das imagens anteriores mostrando a colocalização do colágeno com a marcação do 
anticorpo em amarelo/laranja (visualizada apenas em D). D: dentina, P: polpa/câmara pulpar, PD: pré-
dentina. 
 
Figura 23 - Quantificação de CT-B em dentina sadia e dentina cariada. As imagens Q a T mostram a 
intensidade (determinada pelos picos) e a distribuição da imunomarcação da enzima e do colágeno nas 
imagens anteriores. Q: distribuição do colágeno em dentina sadia. R: distribuição de CT-B em dentina 
sadia. S: distribuição do colágeno em dentina cariada. T: distribuição de CT-B em dentina cariada. U: 
gráfico mostrando a área relativa em porcentagem ocupada pela enzima e pelo colágeno nas imagens 
avaliadas. 
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Conforme descrito para as MMPs, maior abundância de CT-B foi observada em 
dentina profunda, especialmente em pré-dentina, tanto no tecido sadio quanto cariado 
(figuras 22C e 22G). A autofluorescência do colágeno também foi perdida no tecido 
cariado (figura 22F). É possível observar colocalização de CT-B e colágeno para a dentina 
sadia apenas (figura 22D) quando as imagens são sobrepostas.  
Maior abundância de CT-B pode ser notada na dentina cariada (Figura 22G) 
além de ausência de colocalização da protease com o colágeno (Figura 22H). A figura 23U 
mostra a inversão das áreas relativas ocupadas pelo colágeno e pela CT-B quando se 
compara tecido sadio com tecido cariado. 
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Figura 24 – Abundância de CT-K em dentina sadia e dentina cariada. Imagens I e M: imagem obtida por 
contraste de interferência diferencial (DIC) da região de dentina observada no microscópio confocal de 
varredura a laser e usada para a localização da enzima. Imagens J e N: autofluorescência do colágeno 
observada em verde na mesma região. K e O: imunomarcação para anti-CT-K em vermelho. L e P: 
sobreposição das imagens anteriores mostrando a colocalização do colágeno com a marcação do 
anticorpo em amarelo/laranja (visualizada apenas em L). D: dentina, P: polpa/câmara pulpar, PD: pré-
dentina. 
 
Figura 25 – Quantificação de CT-K em dentina sadia e dentina cariada. As imagens V a Y mostram a 
intensidade (determinada pelos picos) e a distribuição da imunomarcação da enzima e do colágeno nas 
imagens anteriores. V: distribuição do colágeno em dentina sadia. W: distribuição de CT-K em dentina 
sadia. X: distribuição do colágeno em dentina cariada. Y: distribuição de CT-K em dentina cariada. Z: 
gráfico mostrando a área relativa em porcentagem ocupada pela enzima e pelo colágeno nas imagens 
avaliadas. 
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A figura 24 indica que, assim como para as outras proteases, a CT-K também 
foi observada em dentina profunda principalmente (Figuras 24K e 24O). Porém, na dentina 
sadia, é interessante notar que há uma região em que enzima pode ser observada, porém 
não há autofluorescência do colágeno (figuras 24J e 24K), o que influenciou a reduzida 
colocalização para esta protease, mostrada na figura 24L, e poderia indicar possíveis áreas 
de atividade dessa enzima envolvida com a remodelação do tecido dentinário. Também foi 
observada intensa imunomarcação para CT-K na dentina cariada quando comparada à 
dentina sadia (figuras 24K e 24O) e redução da autofluorescência do colágeno (figura 24N). 
O gráfico na figura 25Z também mostra a inversão das áreas relativas ocupadas pelo 
colágeno e pela CT-K quando se compara dentina sadia e dentina cariada. 
 
Tabela 1 – Taxa de colocalização das proteases e colágeno em dentina sadia e cariada. 
 
Colocalização (%) 
Dentina Sadia Dentina Cariada 
MMP-2 24,1 5,7 
MMP-9 44,6 - 
CT-B 63,4 7,4 
CT-K 13,7 - 
 
 
A tabela 1 indica que houve uma alta taxa de colocalização do colágeno com as 
enzimas CT-B e MMP-9 em dentina sadia, enquanto a colocalização da MMP-2 e CT-K 
foram menores. Já quando comparados à colocalização na dentina cariada, os valores foram 
notavelmente reduzidos, chegando a zero para MMP-9 e CT-K.  
É importante ainda mencionar que outros anticorpos para a avaliação de MMP-
8 e CT-L foram utilizados. Porém, a dificuldade de obtenção das imagens devido aos 
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problemas relacionados aos anticorpos fez com que a avaliação dessas proteases fosse 
excluída do método de imunofluorescência confocal por varredura a laser. 
 
5.2. Estudo da abundância e atividade proteolítica endógena de MMPs e CTs 
extraídas da dentina sadia e cariada em função de diferentes protocolos de 
extração 
 
5.2.1. Western blot 
 
Os resultados obtidos pelo western blot estão apresentados nas imagens a 
seguir, assim como a densitometria para cada enzima em cada protocolo são mostradas nos 
gráficos nas figuras subsequentes. Os resultados, de forma geral, mostraram a extração de 
MMP-2, MMP-9 e MMP-8 tanto em dentina sadia como em dentina cariada. A extração 
das CT-B e CT-K também foi observada nos dois tecidos. Considerando os diferentes 
protocolos testados, todos foram capazes de extrair as proteases da dentina, porém algumas 
diferenças foram observadas entre os diferentes extratos e entre dentina sadia e dentina 
cariada. 
As imagens a seguir mostram os resultados obtidos com o protocolo de extração 
G-EDTA para as MMPs. 
  RESULTADOS 
59 
 
Protocolo de Extração G-EDTA: MMP-2 
 
Figura 26 – Análise do perfil eletroforético para MMP-2 dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-EDTA em dentina sadia e cariada. STD: padrão de peso molecular. 2: MMP-2 (enzima 
recombinante). G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. E1S: 
extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina sadia. 
E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em dentina 
cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: extrato G2 em 
dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
 
 
Figura 27 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-
2 no protocolo G-EDTA. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. 
E1S: extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina 
sadia. E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em 
dentina cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: 
extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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Ao analisarmos os dados obtidos no protocolo G-EDTA para a extração de 
MMP-2, foi possível observar a enzima especialmente nos extratos G2, os quais 
correspondem à dentina com desmineralização profunda. Também foi observada maior 
abundância de MMP-2 nos extratos E3 e E4, obtidos ao final da desmineralização com 
EDTA (figura 26). O extrato G1 mostrou menor abundância da enzima e apenas a sua 
forma ativa (66 kDa), sendo que nos outros extrato a forma inativa também foi observada 
(72 kDa). 
Ao observarmos o gráfico na figura 27, é possível notar um aumento gradativo 
da extração da enzima conforme o protocolo de extração é realizado, ou seja, conforme a 
dentina é mais profundamente desmineralizada, tanto em tecido sadio como cariado.  
Quando comparados os mesmos extratos em dentina sadia e em dentina cariada, 
foi notada maior abundância de MMP-2 nos extratos cariados, sendo que essa diferença 
entre tecido sadio e cariado é mais evidente durante a etapa de desmineralização com 
EDTA (extratos E1 a E4). 
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Protocolo de Extração G-EDTA: MMP-9 
 
Figura 28 – Análise do perfil eletroforético para MMP-9 dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-EDTA em dentina sadia e cariada. STD: padrão de peso molecular. 9: MMP-9 (enzima 
recombinante). G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. E1S: 
extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina sadia. 
E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em dentina 
cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: extrato G2 em 
dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
 
 
Figura 29 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-
9 com o protocolo G-EDTA. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina 
cariada. E1S: extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em 
dentina sadia. E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato 
E3 em dentina cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: 
extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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Para MMP-9, o protocolo G-EDTA mostrou maior abundância da enzima no 
extrato G1 em relação a todos os outros extratos obtidos neste protocolo. Quando 
comparados os mesmos extratos em dentina sadia e em dentina cariada, a abundância de 
MMP-9 foi maior no tecido cariado para os extratos G1, que correspondem à dentina com 
desmineralização leve, e também nos extratos E2. Pode ser observado um aumento na 
abundância de MMP-9 nos extratos finais do protocolo (E3, E4 e G2), porém a diferença 
em relação aos outros extratos E1 e E2 não é tão evidente como observado para a MMP-2. 
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Protocolo de Extração G-EDTA: MMP-8 
 
Figura 30 – Análise do perfil eletroforético para MMP-8 dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-EDTA em dentina sadia e cariada. 8: MMP-8 (enzima recombinante). G1S: extrato G1 
em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. E1S: extrato E1 em dentina sadia. E1C: 
extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina sadia. E2C: extrato E2 em dentina 
cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em dentina cariada. E4S: extrato E4 em 
dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato 
G2 em dentina cariada. 
 
 
Figura 31 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-
8 no protocolo G-EDTA. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. 
E1S: extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina 
sadia. E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em 
dentina cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: 
extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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A figura 30 mostra que para a MMP-8, o protocolo G-EDTA mostrou maior 
abundância desta protease no extrato G1, sendo que a forma inativa da enzima, pro-MMP-8 
(75 kDa) aparece apenas neste extrato, enquanto nos outros extratos apenas a forma ativa 
foi observada. 
Quando comparadas dentina sadia e dentina cariada, maior abundância de 
MMP-8 pode ser observada nos extratos cariados, sendo que a diferença entre tecido sadio 
e cariado é mais evidente durante os períodos iniciais de desmineralização com EDTA 
(extratos E1, E2 e E3). Assim como para a MMP-2, pode-se ainda observar um aumento 
gradual na abundância de enzima extraída conforme a desmineralização foi realizada 
(extratos E1 a G2). 
As imagens a seguir mostram a extração de CTs pelo protocolo G-EDTA. 
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Protocolo de Extração G-EDTA: Catepsina B 
 
 
Figura 32 – Análise do perfil eletroforético para CT-B dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-EDTA em dentina sadia e cariada. STD: padrão de peso molecular. B: CT-B (enzima 
recombinante). G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. E1S: 
extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina sadia. 
E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em dentina 
cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: extrato G2 em 
dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
 
 
Figura 33 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de CT-B 
no protocolo G-EDTA. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. 
E1S: extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina 
sadia. E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em 
dentina cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: 
extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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Para a CT-B, o protocolo G-EDTA mostrou maior abundância desta enzima nos 
extratos G1, tanto em dentina sadia quanto cariada. Também foi observado um aumento na 
abundância da enzima conforme a desmineralização foi realizada, observado também em 
dentina sadia e cariada, principalmente nos extratos finais da desmineralização com EDTA 
(E3 e E4). Comparando extratos sadios e cariados, maior abundância de CT-B foi 
observada em dentina cariada para todos os extratos (Figura 33).  
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Protocolo de Extração G-EDTA: Catepsina K 
 
Figura 34 – Análise do perfil eletroforético para CT-K dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-EDTA em dentina sadia e cariada. STD: padrão de peso molecular. K: CT-K (enzima 
recombinante ativa). G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. E1S: 
extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina sadia. 
E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em dentina 
cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: extrato G2 em 
dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
 
 
Figura 35 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de CT-K 
no protocolo G-EDTA. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. 
E1S: extrato E1 em dentina sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina 
sadia. E2C: extrato E2 em dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em 
dentina cariada. E4S: extrato E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: 
extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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O protocolo G-EDTA mostrou abundância de CT-K principalmente nas etapas 
finais do protocolo. Também foi observado um aumento na extração da enzima conforme a 
desmineralização foi realizada, observado em dentina sadia e cariada, com maior 
abundância da enzima nos extratos E3, E4 e G2. Ao comparar o mesmo extrato em dentina 
sadia e em dentina cariada, maior abundância de CT-K foi observada em dentina cariada 
(Figura 35). 
As imagens da extração de MMPs pelos protocolos AC e AF assim como os 
gráficos com a densitometria realizada estão mostrados a seguir. 
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Protocolos de Extração AC e AF: MMP-2 
 
Figura 36 – Análise do perfil eletroforético para MMP-2 dos extratos obtidos com os protocolos de 
extração AC e AF em dentina sadia e cariada. 2: MMP-2 (enzima recombinante). AC S: protocolo 
ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido acético em dentina cariada. AF S: protocolo 
ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo ácido fosfórico em dentina cariada. 
 
 
 
Figura 37 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-
2 nos protocolos AC e AF. AC S: protocolo ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido 
acético em dentina cariada. AF S: protocolo ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo 
ácido fosfórico em dentina cariada. 
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Os protocolos AC e AF mostraram abundância, de forma muito semelhante, de 
MMP-2. Porém, no protocolo AF, pode-se observar a presença da enzima na sua forma 
inativa (72 kDa) e ativa (66 kDa), sendo que a forma inativa é predominante no protocolo 
AC.  
Ao se comparar a abundância desta enzima nos tecidos sadio e cariado, não 
foram observadas diferenças notáveis para os dois protocolos, apesar da abundância da 
enzima na cárie ser ligeiramente maior que na dentina sadia para o protocolo AF. 
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Protocolos de Extração AC e AF: MMP-9 
 
Figura 38 – Análise do perfil eletroforético para MMP-9 dos extratos obtidos com os protocolos de 
extração AC e AF em dentina sadia e cariada. 9: MMP-9 (enzima recombinante). AC S: protocolo 
ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido acético em dentina cariada. AF S: protocolo 
ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo ácido fosfórico em dentina cariada.  
 
 
 
Figura 39 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-
9 nos protocolos AC e AF. AC S: protocolo ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido 
acético em dentina cariada. AF S: protocolo ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo 
ácido fosfórico em dentina cariada. 
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Para a MMP-9, o protocolo de extração AC mostrou maior abundância desta 
enzima em comparação ao protocolo AF, tanto em dentina sadia quanto em dentina cariada. 
Foi observada abundância ligeiramente maior da enzima no tecido cariado ao se comparar 
dentina sadia e dentina cariada, para os dois protocolos.  
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Protocolos de Extração AC e AF: MMP-8 
 
Figura 40 – Análise do perfil eletroforético para MMP-8 dos extratos obtidos com os protocolos de 
extração AC e AF em dentina sadia e cariada. 8: MMP-8 (enzima recombinante). AC S: protocolo 
ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido acético em dentina cariada. AF S: protocolo 
ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo ácido fosfórico em dentina cariada. 
 
 
Figura 41 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-
8 nos protocolos AC e AF. AC S: protocolo ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido 
acético em dentina cariada. AF S: protocolo ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo 
ácido fosfórico em dentina cariada. 
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As figuras 40 e 41 mostram que os protocolos AC e AF mostraram a maior 
abundância de MMP-8 em dentina cariada em comparação à dentina sadia, com diferença 
notável entre os dois tecidos. Porém ao compararmos a abundância de enzima extraída por 
esses dois protocolos, pode-se notar que foram muito semelhantes tanto ao observarmos a 
dentina sadia quanto a dentina cariada. 
As figuras a seguir mostram os resultados obtidos com os protocolos AC e AF 
para a extração de CTs. 
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Protocolos de Extração AC e AF: Catepsina B 
 
 
Figura 42 – Análise do perfil eletroforético para CT-B dos extratos obtidos com os protocolos de 
extração AC e AF em dentina sadia e cariada. B: CT-B (enzima recombinante). AC S: protocolo 
ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido acético em dentina cariada. AF S: protocolo 
ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo ácido fosfórico em dentina cariada. 
 
 
 
Figura 43 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de CT-B 
nos protocolos AC e AF. AC S: protocolo ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido 
acético em dentina cariada. AF S: protocolo ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo 
ácido fosfórico em dentina cariada.  
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Para a CT-B, pode ser observada maior abundância desta enzima no protocolo 
AC, sendo que, tanto no protocolo AC quanto no protocolo AF, maior abundância de CT-B 
foi observada nos extratos cariados. A diferença na abundância de enzima entre tecido 
sadio e cariado é evidente para os dois protocolos.  
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Protocolos de Extração AC e AF: Catepsina K 
 
Figura 44 – Análise do perfil eletroforético para CT-K dos extratos obtidos com os protocolos de 
extração AC e AF em dentina sadia e cariada. K: CT-K (enzima recombinante). AC S: protocolo 
ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido acético em dentina cariada. AF S: protocolo 
ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo ácido fosfórico em dentina cariada. 
 
 
 
Figura 45 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de CT-K 
nos protocolos AC e AF. AC S: protocolo ácido acético em dentina sadia. AC C: protocolo ácido 
acético em dentina cariada. AF S: protocolo ácido fosfórico em dentina sadia. AF C: protocolo 
ácido fosfórico em dentina cariada. 
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As figuras 44 e 45 indicam que semelhante abundância de CT-K foi observada 
nos protocolos de extração AC e AF para a dentina sadia. Porém, ao compararmos dentina 
sadia e dentina cariada, maior abundância desta enzima no tecido cariado é notável para o 
protocolo AF, o que não foi observado para o protocolo AC, com apenas ligeira diferença 
na abundância de enzima ao comparar os dois tecidos.   
Para o protocolo G-AC, os resultados obtidos para a extração de MMPs são 
mostrados nas figuras a seguir. 
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Protocolo de Extração G-AC: MMP-2 
 
Figura 46 – Análise do perfil eletroforético para MMP-2 dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-AC em dentina sadia e cariada. 2: MMP-2 (enzima recombinante). G1S: extrato G1 em 
dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: extrato A em dentina sadia. A C: extrato A 
em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
 
 
 
Figura 47 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-
2 no protocolo G-AC. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: 
extrato A em dentina sadia. A C: extrato A em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. 
G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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De acordo com as imagens da extração de MMP-2 pelo protocolo G-AC, maior 
abundância desta protease pode ser observada nos extratos G2, entretanto, grande 
quantidade da enzima reconhecida pelo anticorpo mostrou-se estar degradada 
(aproximadamente 30 kDa) (figura 46). A abundância de enzima observada nos extratos A 
foi bastante inferior quando compara aos extratos G1 e G2. 
Comparando dentina sadia e cariada, foi observada uma maior abundância de 
MMP-2 em todos os extratos cariados, sendo que esta diferença foi mais evidente nos 
extratos G1, os quais correspondem à dentina com desmineralização superficial. 
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Protocolo de Extração G-AC: MMP-9 
 
Figura 48 – Análise do perfil eletroforético para MMP-9 dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-AC em dentina sadia e cariada. 9: MMP-9 (enzima recombinante). G1S: extrato G1 em 
dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: extrato A em dentina sadia. A C: extrato A 
em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
 
 
 
Figura 49 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-
9 no protocolo G-AC. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: 
extrato A em dentina sadia. A C: extrato A em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. 
G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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Para a MMP-9, de forma contrária ao observado para a MMP-2 com o 
protocolo de extração G-AC, maior abundância da enzima foi observada nos extratos A, 
tanto em dentina sadia quanto em dentina cariada.  
Na dentina cariada, maior abundância de MMP-9 em comparação à dentina 
sadia pode ser observada para os extratos G1 e A, principalmente. 
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Protocolo de Extração G-AC: MMP-8 
 
Figura 50 – Análise do perfil eletroforético para MMP-8 dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-AC em dentina sadia e cariada. 8: MMP-8 (enzima recombinante). G1S: extrato G1 em 
dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: extrato A em dentina sadia. A C: extrato A 
em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
 
 
Figura 51 – Análise densitométrica intensidade das bandas observadas para a extração de MMP-8 
no protocolo G-AC. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: 
extrato A em dentina sadia. A C: extrato A em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. 
G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
0
2000
4000
6000
8000
10000
12000
G1 S G1 C A S A C G2 S G2 C
U
n
id
ad
es
 d
en
si
to
m
ét
ri
ca
s
RESULTADOS 
84 
 
 
Para a MMP-8, com o protocolo G-AC pode-se observar uma queda na 
abundância de enzima extraída com o decorrer do protocolo, com maior abundância desta 
protease nos extratos iniciais G1. Porém, ao comparar dentina sadia e dentina cariada, todos 
os extratos mostraram maior abundância de MMP-8 no tecido cariado. 
As imagens a seguir mostram os resultados da extração de CTs pelo protocolo 
G-AC em dentina sadia e dentina cariada. 
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Protocolo de Extração G-AC: Catepsina B 
 
Figura 52 – Análise do perfil eletroforético para CT-B dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-AC em dentina sadia e cariada. Na sequência: B: CT-B (enzima recombinante). G1S: 
extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: extrato A em dentina sadia. 
A C: extrato A em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina 
cariada. 
 
 
Figura 53 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para extração de CT-B no 
protocolo G-AC. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: 
extrato A em dentina sadia. A C: extrato A em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. 
G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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Em relação às CTs, o protocolo de extração G-AC mostrou intensa abundância 
de CT-B no extrato G1. A abundância de enzima observada nos extratos A foi bastante 
inferior aos extratos G2 e G1.  
Ao comparar o tecido sadio com o cariado, uma abundância ligeiramente 
aumentada no tecido cariado foi observada para a CT-B em todos os extratos.  
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Protocolo de Extração G-AC: Catepsina K 
 
Figura 54 – Análise do perfil eletroforético para CT-K dos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-AC em dentina sadia e cariada. Na sequência: K: CT-K (enzima recombinante). G1S: 
extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: extrato A em dentina sadia. 
A C: extrato A em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina 
cariada. 
 
 
Figura 55 – Análise densitométrica da intensidade das bandas observadas para a extração de CT-K 
no protocolo G-AC. G1S: extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: 
extrato A em dentina sadia. A C: extrato A em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. 
G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
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O protocolo de extração G-AC mostrou que, para a CT-K, diferentemente do 
observado para a CT-B, maior abundância da enzima foi principalmente observada nos 
extratos G2 ou de dentina com desmineralização profunda. Maior abundância de CT-K foi 
observada em dentina cariada comparada à dentina sadia para os extratos G1 e G2, com 
notável diferença entre esses dois tecidos no extrato G2. 
 
5.2.2.  Atividade gelatinolítica por zimografia 
 
As imagens 56 a 62 a seguir mostram a avaliação de atividade gelatinolítica 
para os diferentes extratos obtidos com os protocolos de extração G-EDTA, AC, AF e G-
AC em dentina sadia e cariada.  
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Protocolo de Extração G-EDTA 
 
 
Figura 56 – Zimograma mostrando atividade gelatinolítica nos extratos obtidos com o protocolo G-
EDTA em dentina sadia (A) e dentina cariada (B). PM: padrão de peso molecular com bandas 
expressas em kDa. 2: enzima MMP-2 (recombinante) e 9: enzima MMP-9 (recombinante). Os 
extratos obtidos com o protocolo são apresentados na sequência: G1, E1, E2, E3, E4 e G2.  
 
 
Figura 57– Atividade gelatinolítica apresentada pelos extratos obtidos com o protocolo G-EDTA 
em dentina sadia e cariada na zimografia. Na sequência: MMP-2: enzima recombinante. G1S: 
extrato G1 em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. E1S: extrato E1 em dentina 
sadia. E1C: extrato E1 em dentina cariada. E2S: extrato E2 em dentina sadia. E2C: extrato E2 em 
dentina cariada. E3S: extrato E3 em dentina sadia. E3C: extrato E3 em dentina cariada. E4S: extrato 
E4 em dentina sadia. E4C: extrato E4 em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: 
extrato G2 em dentina cariada. 
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Protocolos de Extração AC e AF 
 
Figura 58 – Zimograma mostrando atividade gelatinolítica nos extratos obtidos com os protocolos 
AC e AF. PM: padrão de peso molecular com bandas expressas em kDa. MMP-2 e MMP-9: 
enzimas recombinantes. AC S: extrato do protocolo AC em dentina sadia. AC C: extrato do 
protocolo AC em dentina cariada. AF S: extrato do protocolo AF em dentina sadia. AF C: extrato 
do protocolo AF em dentina cariada.  
 
 
Figura 59 – Atividade gelatinolítica dos extratos obtidos com os protocolos de extração AC e AF 
em dentina sadia e cariada por zimografia. MMP-2: enzima recombinante. AC S: extrato do 
protocolo AC em dentina sadia. AC C: extrato do protocolo AC em dentina cariada. AF S: extrato 
do protocolo AF em dentina sadia. AF C: extrato do protocolo AF em dentina cariada. 
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Protocolo de Extração G-AC 
 
Figura 60 – Zimograma mostrando atividade gelatinolítica nos extratos obtidos com o protocolo de 
extração G-AC (G1, A e G2). PM: padrão de peso molecular com bandas expressas em kDa. 2: 
enzima MMP-2 (recombinante) e 9: enzima MMP-9 (recombinante). G1S: extrato G1 em dentina 
sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: extrato A em dentina sadia. A C: extrato A em 
dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina cariada. 
 
 
Figura 61 – Atividade gelatinolítica apresentada pelos extratos obtidos com o protocolo de extração 
G-AC em dentina sadia e cariada na zimografia. MMP-2: enzima recombinante. G1S: extrato G1 
em dentina sadia. G1C: extrato G1 em dentina cariada. A S: extrato A em dentina sadia. A C: 
extrato A em dentina cariada. G2S: extrato G2 em dentina sadia. G2C: extrato G2 em dentina 
cariada. 
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Figura 62 – Zimograma ilustrativo da incubação do gel com tampão contendo fenantrolina. PM: 
padrão de peso molecular com bandas expressas em kDa. MMP-2 e MMP-9: enzimas 
recombinantes. Na imagem é possível notar que não há atividade gelatinolítica tanto das enzimas 
recombinantes (MMP-2 e MMP-9) como nos extratos obtidos com o protocolo de extração G-
EDTA (extratos G1, E1, E2, E3, E4 e G2) em dentina sadia. 
 
De acordo com os resultados da zimografia, foi possível observar a presença de 
atividade gelatinolítica correspondente a MMP-2 em grande parte das amostras, com 
algumas diferenças entre dentina sadia e cariada. É interessante notar que nenhum dos 
protocolos foi capaz de extrair MMP-9 na sua forma ativa, já que não foi observada 
atividade gelatinolítica correspondente a esta protease em nenhum dos extratos, tanto no 
tecido sadio quanto cariado. 
O protocolo G-EDTA mostrou diferenças na atividade gelatinolítica entre 
dentina sadia e dentina cariada principalmente nos primeiros extratos, em dentina com 
desmineralização superficial, como G1 e E1 (Figuras 57 e 58). O mesmo foi observado para 
o protocolo G-AC (Figuras 60 e 61), com notável diferença na atividade gelatinolítica do 
extrato G1 em dentina cariada comparada a dentina sadia. Porém, tanto no protocolo G-
EDTA quanto no protocolo G-AC é possível observar maior atividade gelatinolítica nos 
extratos G2 quando se compara os extratos do mesmo protocolo de extração.  
Já com o protocolo AC foi possível notar ligeira diferença na atividade em 
dentina cariada comparada à dentina sadia, enquanto que para o protocolo AF praticamente 
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não foi observada diferença na atividade gelatinolítica nos tecidos sadio e cariado (Figuras 
58 e 59). 
 
5.2.3. Atividade proteolítica por espectrofluorimetria 
 
A atividade proteolítica total de MMPs e CTs nos extratos obtidos com os 
diferentes protocolos de extração em dentina sadia é reportada nos gráficos a seguir.  
 
 
Substrato Abz-GPQGLAGQ-EDDnp 
 
 
Figura 63 – Atividade proteolítica de MMPs nos extratos obtidos com os diferentes protocolos de 
extração de proteínas da dentina sadia. Os extratos estão dispostos na ordem: protocolo de extração 
G-EDTA (extratos G1, E1, E2, E3, E4 e G2), protocolo AF, protocolo AC e protocolo G-AC 
(extratos G1, A e G2). PHE: fenantrolina. 
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Substrato Z-FR-MCA 
 
 
Figura 64 – Atividade proteolítica de CTs nos extratos obtidos com os diferentes protocolos de 
extração de proteínas da dentina sadia. Os extratos estão dispostos na ordem: protocolo de extração 
G-EDTA (extratos G1, E1, E2, E3, E4 e G2), protocolo AF, protocolo AC e protocolo G-AC 
(extratos G1, A e G2).  
 
 
As figuras 63 e 64 indicam que a atividade proteolítica para MMPs e para CTs 
foi detectada em dentina sadia em todos os protocolos de extração analisados, porém com 
diferenças entre os protocolos e entre os extratos obtidos no mesmo protocolo. Além disso, 
a utilização de inibidores (fenantrolina e E-64) mostrou redução na atividade proteolítica 
para os dois substratos para todos os extratos, exceto para os extratos AF e A do protocolo 
G-AC. Tais dados confirmam a especificidade da atividade observada para ambos os 
substratos. 
Para o protocolo de extração G-EDTA, é possível observar que maior atividade 
de MMPs conforme a desmineralização da dentina é realizada (extratos E e G2). Para as 
CTs, é evidente o aumento da atividade proteolítica de tais enzimas na dentina 
profundamente desmineralizada (extrato G2).  
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O protocolo AF mostrou alta atividade proteolítica de MMPs, porém a atividade 
de CTs neste protocolo foi comparável aos outros extratos. O protocolo AC mostrou 
atividade proteolítica de MMPs semelhante aos extratos G2 do protocolo G-AC e G1 do 
protocolo G-EDTA. Para a atividade de CTs, no entanto, este protocolo mostrou atividade 
comparável aos extratos AF, A (G-AC) e E1 (G-EDTA). 
Em relação ao protocolo G-AC, tanto para a atividade de MMPs quanto de CTs, 
foi observada uma alta atividade proteolítica para o extrato da desmineralização com ácido 
acético (A).  
 
5.2.4. Verificação do conteúdo de colágeno solubilizado 
 
A figura 65 apresentada a seguir exibe os resultados relativos à quantidade de 
hidroxiprolina liberada pelas amostras para os diferentes protocolos. Os valores da 
concentração de HYP liberada em µg/mL no ensaio de quantificação de hidroxiprolina 
foram divididos pela quantidade de pó de dentina desmineralizada (mg) utilizada na 
incubação e também pela quantidade de proteína total encontrada no sobrenadante utilizado 
para o ensaio (tampão de incubação – mistura de sais). Portanto os dados foram expressos 
em µg HYP/mg proteína total. Tal conversão se faz necessária uma vez que o ensaio de 
HYP foi realizado com o pó de dentina parcialmente desmineralizada obtido após os 
protocolos de extração. Sendo assim, a quantidade de proteínas remanescentes no pó, o que 
é variável dependendo do protocolo utilizado, poderia influenciar os resultados deste 
ensaio. Caso um protocolo tenha extraído maior quantidade de proteínas, ou seja, a 
quantidade de proteínas remanescentes no pó resultante fosse menor, se este protocolo 
demonstrasse menor quantidade de HYP liberada, tal liberação não indicaria uma reduzida 
atividade proteolítica, uma vez que a quantidade de enzimas remanescentes já era menor. A 
comparação do potencial proteolítico do pó obtido dentre os protocolos só é possível 
quando se sabe a quantidade de proteínas liberadas no sobrenadante (tampão de incubação) 
em cada protocolo.  
A análise estatística mostrou que, tanto os dois fatores avaliados, dentina (sadia 
ou cariada) e protocolo de extração (G-EDTA, AF, AC e G-AC), assim como a interação 
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entre eles, afetam de forma significativa a liberação de HYP. As comparações das médias 
de HYP liberada em cada protocolo para dentina sadia e cariada são mostradas na tabela 2 a 
seguir. 
 
 
 
Figura 65 – Médias da concentração de hidroxiprolina liberada nos protocolos de extração G-
EDTA, G-AC, AC e AF. Valores expressos em µg de hidroxiprolina liberada/mg de proteína total 
encontrada no sobrenadante após incubação por 48 h (µg/mg de proteína). Observar no gráfico a 
alta liberação de hidroxiprolina pelo protocolo com ácido acético (AC), tanto em dentina sadia 
quanto em dentina cariada. A liberação mais intensa de HYP em todos os protocolos no tecido 
cariado é notável quando comparada à liberação pelo tecido sadio. 
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 Tabela 2 – Comparação estatística das médias de HYP liberada pelas amostras de 
dentina sadia e cariada para os diferentes protocolos de extração.  
 
 
HYP liberada (µg/mg de proteína) 
Dentina Sadia Dentina Cariada 
G-EDTA 0,0325 (0,0130)  Bc 0,1155 (0,0368)  Ac 
AF 0,0786 (0,0216)  Bb 0,1226 (0,0213)  Ac 
AC 0,3166 (0,0725)  Ba 0,6580 (0,1468)  Aa 
G-AC 0,0486 (0,0278)  Bc 0,2703 (0,0675)  Ab 
Médias com letras maiúsculas diferentes indicam que dentina sadia e cariada diferem entre si 
(comparação na linha) e letras minúsculas diferentes indicam protocolos de extração que diferem 
entre si (comparação na coluna). 
 
Ao observarmos o gráfico (Figura 65) e a tabela 2 pode-se notar que, a 
liberação de HYP foi significantemente maior nas amostras de dentina cariada do que 
naquelas de dentina sadia (p<0,05).  
Comparando os protocolos de extração, o protocolo AC foi o que determinou a 
maior liberação de HYP, significantemente maior que os protocolos G-EDTA, AF e G-AC 
(p<0,05), tanto em dentina sadia quanto em dentina cariada. Não houve diferença 
significante na liberação de HYP entre os protocolos AF, AC e G-AC para a dentina sadia 
(Tabela 2) (p>0,05). Já para a dentina cariada, ao comparar os valores de liberação entre 
estes três protocolos, foi observada diferença para o protocolo G-AC, que mostrou 
liberação de HYP significantemente maior que os protocolos AF e AC (p<0,05).
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6. Discussão 
 
Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que a abundância tanto de 
MMPs quanto de CTs na dentina é, notavelmente, variável em função do grau de 
integridade do tecido, isto é, se o mesmo encontra-se sadio ou se está acometido por cárie. 
É interessante enfatizar que foram propostas metodologias diferentes que permitiram a 
análise da abundância dessas proteases tanto em condições in situ como quando foram 
extraídas da dentina. Na avaliação in situ dessas proteases, a vantagem da técnica de 
imunomarcação com anticorpos fluorescentes reside na possibilidade de empregar amostras 
que são mantidas como secções de dentes mineralizadas, que sofrem pouca ou mínima 
intervenção durante o preparo que precede sua análise ao microscópio. Portanto, a 
possibilidade de interferência nos resultados obtidos devido aos processos de 
desmineralização e preparo das amostras, que podem causar desnaturação e interferir na 
imunorreatividade das enzimas, foram minimizados com essa técnica, que adicionalmente 
permitiu avaliar a colocalização das enzimas estudadas com o colágeno da dentina. De toda 
forma, a mesma tendência de resultados verificada pela técnica de imunofluorescência 
confocal de varredura a laser foi ratificada pela técnica de imuno-histoquímica 
convencional.  
A intensa marcação observada nas imagens de imuno-histoquímica na região de 
dentina profunda e região de pré-dentina está de acordo com outros estudos que mostram a 
distribuição de MMPs nessa mesma região (Boushell et al., 2008; Niu et al., 2011). Niu et 
al. (2011) reportaram intensa imunorreatividade para MMP-9 em odontoblastos e na região 
de pré-dentina em dentina sadia. Boushell et al. (2008) observaram maior imunomarcação 
de MMP-2 em dentina profunda comparada com as outras regiões de dentina em dentes 
sadios. Para as CTs, o trabalho de Tersariol et al. (2010) foi o primeiro a relatar CT-B em 
dentina sadia por imuno-histoquímica, sendo que esta enzima também foi localizada em 
dentina profunda, próximo à câmara pulpar.  
Enquanto ainda se faz necessário compreender o exato papel das proteases no 
tecido dentinário sadio, é sem dúvida muito relevante observar o marcante aumento da 
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abundância das duas famílias de proteases no tecido acometido por cárie (Figuras 16, 19, 
21, 23 e 25). Utilizando uma técnica de imunomarcação por fluorescência diferente daquela 
empregada no presente estudo, Toledano et al. (2010) demonstraram um aumento da 
imunorreatividade para MMP-2 em dentina infectada e afetada por cárie em comparação 
com aquela verificada em dentina sadia. Ao passo que por imuno-histoquímica 
convencional, Nascimento et al. (2011), reportaram maior quantidade de CT-B em dentina 
cariada comparada à dentina sadia, tanto em lesões coronárias quanto cervicais. Nesse 
mesmo trabalho, Nascimento et al., (2011) também relatam terem encontrado maior 
atividade global de CTs em dentina cariada, sem no entanto indicarem qual ou quais CTs 
estariam, predominantemente, mais ativas neste caso. É importante lembrar que, até o 
presente momento, não há relatos na literatura relativos à presença de CT-K e CT-L tanto 
em dentina sadia como em dentina cariada. Portanto, é licito especular que o aumento da 
abundância não somente de CT-B, como também daquele relativo à CT-K e à CT-L 
observados no presente estudo, de fato, podem indicar que tais enzimas devam atuar de 
forma colaborativa na degradação dos componentes da matriz extracelular da dentina 
durante a progressão da doença cárie. 
Não se pode, por outro lado, desconsiderar que os dentes acometidos por cárie 
que foram empregados neste estudo, por estarem cavitados, permaneceram em contato com 
saliva antes de serem extraídos e, portanto, estiveram sujeitos a todo aporte de proteases 
presentes neste fluido (Tjäderhane et al., 1998, Sulkala et al., 2001; Nascimento et al., 
2011). A presença de enzimas advindas da saliva na lesão de cárie foi também considerada 
por Shimada et al. (2009) que ao avaliar a abundância de diferentes MMPs notaram intensa 
imunomarcação de MMP-8 e -9 nas regiões mais externas da lesão, sugerindo que este 
aumento seria em função do contato da lesão com saliva. Assim, embora a concentração de 
proteases na saliva dos sujeitos doadores não tenha sido investigada no presente estudo, é 
plausível presumir que o aumento da imunorreatividade das enzimas observado, sobretudo 
em áreas adjacentes à lesão de cárie (Figura 14G), se deva em parte à presença de MMPs 
advindas da saliva.  
A autofluorescência apresentada pelo colágeno íntegro é um fenômeno óptico 
que ocorre devido à sua estrutura em tripla hélice e à sua organização em fibrilas e/ou 
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fibras, tornando possível sua visualização sem a utilização de fluoróforos ou corantes 
extrínsecos. Por outro lado, modificações na estrutura do colágeno, tal como a perda ou 
alteração de sua organização fibrilar estriada e periódica, o fazem perder sua birrefringência 
original e, por se tornar desordenado, deixa de emitir fluorescência (Yeh et al., 2003). 
Como previamente reportado, alteração de ordem variável da morfologia do colágeno foi 
detectada em dentina cariada, sendo que neste tecido o colágeno apresenta redução da 
quantidade de ligações cruzadas (Kleter et al. 1998). Isso explica o fato de todas as 
amostras de dentina cariada do presente estudo terem revelado um sinal fraco ou não 
detectável do colágeno (Figuras 18F, 20N, 22F e 24N). A redução ou ausência de 
autofluorescência apresentada pelo colágeno no tecido cariado foi também responsável 
pelos baixos valores de colocalização com as proteases (Tabela 1). 
É possível, ainda, notar a intensa marcação para CT-K em uma região de pré-
dentina em dentina sadia em que, curiosamente, o colágeno não pode ser detectado por 
autofluorescência (Figuras 24J e 24K). Apesar da presença de proteases em métodos 
imuno-histoquímicos não estar diretamente relacionada com a atividade dessas enzimas, é 
interessante notar que essa região represente uma área em que o colágeno, de alguma 
forma, foi desestruturado, uma vez que o sinal de autofluorescência foi perdido ou, no 
mínimo, bastante reduzido.  
A avaliação das proteases extraídas, por diferentes métodos, indica que as 
MMP-2, -8 e -9 e CT-B e CT-K foram confirmadas tanto em dentes sadios como em 
cariados, corroborando com os dados obtidos pela avaliação in situ destas proteases. De 
forma geral, maior abundância de enzima extraída foi observada por western blot no tecido 
cariado em comparação com o tecido sadio, especialmente para MMP-2, MMP-8 e CT-B 
em todos os protocolos de extração avaliados. Apesar da maior atividade gelatinolítica no 
tecido cariado ter sido claramente observada apenas para alguns extratos de alguns 
protocolos na zimografia, a atividade proteolítica endógena foi maior no tecido acometido 
pela cárie em função de sua maior liberação de HYP (Figura 65). Esses resultados indicam 
que, além da aumentada abundância de proteases, a atividade também está aumentada na 
cárie, o que suporta a teoria da participação dessas enzimas na progressão dessa doença. 
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No entanto, algumas diferenças nos resultados obtidos entre os protocolos de 
extração devem ser consideradas. O protocolo G-EDTA foi capaz de extrair todas as 
enzimas estudadas em todos os extratos avaliados. Esses resultados diferem dos 
apresentados na literatura quando este mesmo protocolo foi utilizado. Martin-De Las Heras 
et al. (2000) relataram a presença de MMP-2 por western blot nos extratos G1 e G2 apenas, 
sendo que as outras MMPs não foram avaliadas por esses autores. Utilizando ainda este 
mesmo protocolo de extração, Sulkala et al. (2007) relataram a extração de MMP-8 da 
dentina sadia, sendo que a enzima foi observada nos diferentes extratos do protocolo (G1, 
E2 e G2), o que também foi encontrado neste estudo. Porém, ao avaliar a presença de CT-K 
por western blot, os autores não observaram esta enzima em nenhum dos extratos 
avaliados, diferentemente dos dados reportados neste estudo, em que a presença de CT-K, e 
também CT-B, foi observada em todos os extratos obtidos com esse protocolo. De forma 
geral, pode-se dizer que o protocolo G-EDTA foi bastante efetivo no presente estudo em 
relação à sua capacidade de extrair MMPs e CTs, porém, a atividade das enzimas extraídas 
e remanescentes parece ter sido comprometida quando comparado aos outros protocolos de 
extração.  
Em relação à atividade das enzimas extraídas, no estudo de Martin-De Las 
Heras et al. (2000) os autores não observaram atividade gelatinolítica para MMP-2 em 
nenhum dos extratos obtidos durante a desmineralização com EDTA (extratos E). De forma 
contrária, os dados obtidos com a técnica de zimografia no presente estudo, indicaram 
atividade gelatinolítica de MMP-2 nos extratos E tanto em dentina sadia quanto cariada. É 
importante ressaltar ainda que, no estudo de Martin-De Las Heras et al. (2000) os autores 
não observaram a presença de bandas correspondentes à atividade gelatinolítica de MMP-9 
em nenhum dos extratos, fato que corrobora com Kato et al. (2011) e que também foi 
observado no presente estudo. Sulkala et al. (2007) reportaram atividade colagenolítica nos 
extratos G1 e E1. Diferentemente, no presente estudo, apesar da atividade proteolítica de 
MMPs por espectrofluorimetria ter sido observada em todos os extratos obtidos da dentina 
sadia, esta foi mais intensa no extrato G2 (Figura 63). Isso pode estar relacionado ao fato de 
que a atividade proteolítica avaliada por espectrofluorimetria considera a atividade global 
de MMPs e não apenas da MMP-8 como avaliado por Sulkala et al. (2007). 
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Uma vez que o EDTA tem efeito inibitório sobre a atividade de MMPs, 
provavelmente a atividade observada para este protocolo esteja relacionada às enzimas que 
não tiveram o seu sítio ativo quelado pelo EDTA durante o processo de extração. Isso 
justifica a presença de atividade gelatinolítica na zimografia e a atividade proteolítica 
observada na espectrofluorimetia nos extratos E, e também nos extratos G2 (o qual pode 
conter proteínas que não foram extraídas anteriormente, mas que foram expostas ao 
EDTA). 
O protocolo de extração G-EDTA foi ainda capaz de extrair CTs ativas da 
dentina sadia (Figura 64). Apesar de uma comparação direta da atividade proteolítica de 
MMPs e de CTs não ser adequada, a tendência de atividade dentre os extratos em cada 
substrato mostra que o extrato G2 apresentou atividade notavelmente alta, principalmente 
para o substrato de CTs. Talvez, a utilização do EDTA neste protocolo tenha comprometido 
a atividade proteolítica das MMPs, inibindo-as de forma reversível, porém isso não 
aconteceu com as CTs, já que o EDTA mostrou não ter efeitos sobre a atividade dessas 
proteases (Nascimento et al., 2011).  
Pode-se especular ainda que a participação das CTs na degradação da matriz 
orgânica dentinária possa ter influenciado os valores de liberação de HYP no protocolo G-
EDTA. Uma vez que CTs foram observadas tanto em dentina sadia quanto em dentina 
cariada e que atividade proteolítica dessas enzimas foi observada no tecido sadio, não se 
pode excluir a participação dessas enzimas na atividade proteolítca endógena da dentina 
cariada, porém de forma bem menos preponderante se comparada com as MMPs em função 
da composição e do pH da solução utilizada para incubação das amostras de pó dentinário 
no ensaio de HYP.  
O protocolo G-AC, apesar de ter permitido a extração das proteases estudadas, 
parece ter reduzido a efetividade da extração para algumas proteases, em relação à 
quantidade de enzima extraída, porém sem afetar sua atividade. Independente de o tecido 
dentinário estar cariado ou não, abundância de MMP-8 e CT-B foram observadas nos 
extratos G1 apenas, com diminuição notável da abundância dessas enzimas nos extratos A e 
G2 (Figuras 50 e 52), o que não aconteceu no protocolo G-EDTA (Figuras 30 e 32). Além 
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disso, apesar da maior abundância de MMP-2 nos extratos G2 deste protocolo, a enzima 
mostrou-se estar degradada (Figura 46). 
Em relação à atividade das enzimas extraídas com o protocolo G-AC, foi 
observada atividade gelatinolítica correspondente a MMP-2 pela zimografia, 
principalmente para os extratos A e G2 (Figuras 60 e 61). O ensaio de espectrofluorimetria 
também revelou alta atividade proteolítica de MMPs e CTs no extrato A em dentina sadia. 
No entanto, para esse extrato, além da presença de proteases avaliada no western blot, tanto 
em dentina sadia quanto em dentina cariada, não ser intensa (exceto para MMP-9), foi 
observada ausência de atividade de CTs, uma vez que a atividade observada na 
espectrofluorimetria não foi diferente com ou sem o inibidor (Figura 64). Ainda quando se 
compara os dados de abundância (western blot) e atividade de MMP-2 (zimografia) nos 
extratos G2 dos protocolos G-EDTA e G-AC, pode-se notar que, apesar da atividade de 
MMP-2 ter sido parecida nos dois protocolos para esse extrato, uma diminuição da 
abundância de MMP-2 extraída em G-AC foi observada, principalmente pelo fato da maior 
parte desta enzima ter sido extraída de forma degradada. Diante disso, pode-se especular 
que, aparentemente, o ácido acético, ao ser utilizado para a desmineralização da dentina, 
ofereceu melhores condições para a atividade das enzimas extraídas.  
Ainda avaliando a atividade gelatinolítica nos protocolos G-EDTA e G-AC é 
interessante notar que houve um aumento desta atividade no tecido cariado especialmente 
no extrato G1, que corresponde às enzimas fracamente ligadas à matriz mineralizada. Pode-
se especular que a alta atividade de MMP-2 neste extrato seja devido à ativação dessa 
enzima pelo processo de cárie, o que justificaria sua alta atividade na dentina logo no início 
do protocolo. Também foi notada maior abundância de algumas proteases no western blot 
nos extratos G1, como por exemplo, MMP-9, MMP-8 e CT-B no protocolo G-EDTA, além 
de MMP-2, MMP-8 e CT-B no protocolo G-AC. Apesar desses dados não estarem 
relacionados à atividade dessas enzimas, provavelmente, as proteínas extraídas nesse 
extrato, que estavam fracamente ligadas ou não ligadas à matriz extracelular, poderiam 
estar relacionadas à exposição dessas enzimas na progressão da cárie e à atividade 
metabólica dos odontoblastos frente ao estímulo da cárie.  
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Os protocolos de extração envolvendo desmineralização com ácido acético e 
ácido fosfórico também foram capazes de extrair MMPs e CTs tanto em dentina sadia 
quanto em dentina cariada. Porém, ao comparar a extração entre esses protocolos, algumas 
proteases foram extraídas em maior abundância pelo protocolo AC (MMP-9, MMP-8 e CT-
B). Em relação à MMP-2, pode ser observada a presença nítida desta enzima nas formas 
pro-MMP-2 (66 kDa) e MMP-2 ativa (72 kDa) no western blot (Figura 36), sendo que para 
o protocolo AC a forma latente é mais abundante. Apesar de ter sido observada atividade 
gelatinolítica correspondente a MMP-2 para ambos os protocolos, essa atividade foi maior 
para o protocolo AF, o que corrobora com os dados de identificação por western blot. 
Também foi observada alta atividade proteolítica de MMPs no protocolo AF em dentina 
sadia (Figura 63). Em relação à atividade de CTs, este protocolo mostrou não ter extraído 
tais enzimas com atividade, uma vez que o uso de inibidor para essas proteases não 
interferiu na atividade proteolítica demonstrada na espectrofluorimetria (Figura 64).  
Altos valores de liberação de HYP foram apresentados pelo protocolo AC, 
sendo significantemente maiores que os outros três protocolos testados, tanto em dentina 
sadia quanto cariada. Como já discutido anteriormente, aparentemente o ácido acético 
oferece melhores condições de atividade também para as enzimas remanescentes na dentina 
após o protocolo de extração, determinando os altos valores encontrados para o protocolo 
AC. Já o protocolo AF apresentou baixa liberação de HYP. Esses resultados podem ser 
relacionados com o que foi proposto para explicar a baixa atividade proteolítica de 
amostras de dentina tratadas com ácido fosfórico e com sistemas adesivos (Mazzoni et al., 
2006; Nishitani et al., 2006; De Munck et al., 2009). Mazzoni et al. (2006) observaram 
baixa atividade proteolítica do pó dentinário tratado com ácido fosfórico 10% por 15 s. Os 
autores sugerem que ao invés de ocorrer a “ativação ácida” das enzimas, assim como é 
proposto para a cárie, o ácido fosfórico, devido ao seu baixo pH (pH 0,7 - 1,0), pode ter 
desnaturado as enzimas, o que explicaria a baixa atividade. De Munck et al. (2009) ao tratar 
MMP-2 ativa com ácido fosfórico 35% também notaram ausência de atividade 
gelatinolítica. Nishitani et al. (2006) ao comparar a atividade proteolítica do pó de dentina 
tratado com ácido fosfórico ou com diferentes sistemas adesivos autocondicionantes, 
reportaram baixa atividade gelatinolítica com o ácido fosfórico e maior atividade 
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gelatinolítica quando sistemas adesivos com pH mais alto foram utilizados. A influência do 
pH pode ser ainda considerada para explicar os altos valores de HYP observados no 
protocolo AC. Devido ao seu pH mais alto que do ácido fosfórico (pH 4,0), o ácido acético 
pode ter dado melhores condições de atividade das proteases, tanto extraídas como 
remanescentes no pó dentinário. 
De forma geral, os resultados desse estudo reforçam os achados relatados na 
literatura sobre a participação de proteases endógenas na degradação da matriz orgânica de 
dentina na progressão da cárie, além de relatar a presença de outras enzimas que podem 
atuar nessa degradação e que ainda não tinham sido avaliadas na dentina. Esses resultados 
ainda questionam o tratamento atual das lesões de cárie, em que, muitas vezes, apenas o 
selamento da lesão pela restauração é enfatizado. Talvez, a simples remoção da dentina 
infectada considerando-se a dentina afetada por cárie como um substrato apto para a 
realização de restaurações adesivas não seja o tratamento mais indicado para a doença 
cárie. O uso de inibidores de proteases associados a substâncias que promovam 
remineralização do tecido e a substâncias antibacterianas, precisa ser considerado como um 
método auxiliar no tratamento da doença, com o objetivo de recuperar o tecido antes da 
realização do tratamento restaurador propriamente dito. 
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7. Conclusão 
 
De acordo com esses resultados, as hipóteses propostas foram aceitas: 
 
1) A abundância de MMPs e CTs é aumentada na dentina cariada comparada à 
dentina sadia;  
2) Tanto a abundância quanto a atividade de proteases extraídas da dentina 
variam em função do método de extração realizado; 
3) A atividade proteolítica endógena da matriz orgânica de dentina cariada é 
maior que da dentina sadia, independentemente do método de desmineralização/extração 
utilizado. 
 
Pode-se concluir que diferentes MMPs e CTs estão presentes tanto em dentina 
sadia quanto em dentina cariada, com maior abundância no tecido cariado. Porém a 
presença de cada protease ao extrair as proteínas da dentina varia em função do tipo de 
metodologia utilizada. No entanto, independente do método de extração usado, a 
abundância de tais enzimas é maior no tecido cariado quando comparado ao tecido sadio e 
a atividade proteolítica endógena também é maior no tecido cariado. Esses dados indicam 
que uma série de processos bioquímicos ocorra na progressão da cárie, envolvendo não 
apenas a desmineralização da estrutura dental, mas também uma resposta à injúria por parte 
do tecido pulpar e dos odontoblastos. Além disso, esses resultados suportam os achados de 
que essas enzimas atuem em conjunto na degradação da matriz orgânica dentinária nas 
lesões de cárie. 
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A) Quantificação da imunomarcação nas imagens de imuno-histoquímica convencional 
 
Inicialmente, as imagens obtidas no microscópio de luz foram convertidas para escala 
de cinza e as cores foram invertidas. Com isso, as regiões que apresentavam coloração pela 
marcação do anticorpo se tornaram claras, e o restante da imagem, escuro, conforme mostrado na 
imagem abaixo. 
 
 
Figura 66 – Imagem mostrando anti-MMP-9 marcada em dentina sadia após conversão para a 
quantificação. 
 
Em seguida, as imagens foram utilizadas para a quantificação no programa ImageJ 
(U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) pela quantificação do número de 
partículas presentes na imagem. Para isso, foram selecionadas diversas áreas em dentina nas 
imagens e os valores obtidos na contagem mostrados no quadro abaixo foram divididos pela área 
da região selecionada e expressos em pixels/µm2. 
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Figura 67 – Software utilizado para a quantificação da marcação nas imagens de imuno-histoquímica 
convencional. 
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B) Análise estatística 
 
Relatório de processamento de dados I 
 
Para os resultados obtidos com a imuno-histoquímica, resolveu-se adotar a técnica 
de análise de variância com modelo apropriado para experimentos inteiramente casualizados com 
um fator (one-way anova). 
Poderia, ao invés deste teste, ser usado o teste t de Student para duas amostras 
independentes, entretanto, a análise de variância, calculada da forma como o foi, contaria com 
um arsenal mais amplo de opções que se adequariam aos dados, dos quais se destaca a 
possibilidade de análise de dados oriundos de distribuições diversas da distribuição normal, o que 
no final das contas, não se mostrou necessário. 
A preocupação com a distribuição dos dados se deveu ao pequeno número de dados 
obtidos no experimento o que potencialmente, dificultaria a aderência desses dados à distribuição 
Gaussiana, sendo assim, preliminarmente à execução da análise propriamente dita, foi avaliada 
através do teste de Shapiro-Wilk, a aderência dos resíduos à distribuição Gaussiana (ou normal). 
O nível de significância adotado para a redação do relatório, antes da execução dos 
testes estatísticos foi 5% (=0,05) e os dados foram analisados através do sistema SAS2. 
Como o estudo conta com um fator com apenas dois níveis (natureza do tecido: 
Saudável ou Cariado) a análise de variância é suficiente para o atendimento dos objetivos do 
estudo, não havendo a necessidade de testes adicionais como seria o teste de Tukey ou outros 
testes usados para a realização de comparações de médias duas a duas. 
 
Resultados 
 
Estudo da normalidade residual 
Conforme apresentado anteriormente, a primeira preocupação para a correta análise 
dos dados é a avaliação da aderência dos resíduos à distribuição normal, o que é feito através do 
teste de Shapiro-Wilk e dos coeficientes de assimetria e curtose de cada variável de resposta. 
                                                             
2 SAS Institute Inc. The SAS System, release 9.2. SAS Institute Inc., Cary:NC. 2008. 
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Tabela 1.  Coeficientes de assimetria e curtose e teste de Shapiro-Wilk para avaliação da 
aderência dos erros à distribuição normal. 
 Coeficiente Teste de Shapiro-Wilk (H0:Normal) 
Variável Assimetria Curtose Estatística W Valor-p 
MMP–2 -0,000794 -1,84113 0,88123 0,27476 
MMP–9 -0,0000002 2,49436 0,83958 0,12933 
MMP–8 -0,001065 -1,70920 0,91142 0,44584 
CTB -0,000797 2,39684 0,87829 0,26127 
CTK -0,001061 2,28547 0,89845 0,36486 
CTL 0,083840 -1,76898 0,90436 0,40032 
 
Uma característica da distribuição normal (Gaussiana) é a simetria, sendo assim, 
este é o primeiro requisito aqui analisado. O coeficiente de assimetria, quando próximo a 0,0 
indica que a distribuição é simétrica e quanto mais distante de 0,0, mais assimétrica é a 
distribuição. 
Em geral, adota-se o critério de que os dados são suficientemente simétricos quando 
o valor do coeficiente de assimetria fica na faixa compreendida entre os valores –2 e +2, sendo 
este, portanto, o critério que se adota para concluir se uma distribuição é, ou não simétrica. Note 
que este intervalo (–2 a +2) é arbitrário e pode ser expandido ou reduzido de acordo com o rigor 
adotado.  
No caso das variáveis que estão sendo analisadas, todos os valores do coeficiente de 
assimetria são muito, mas muito próximos a zero o que não nos dá indícios de que a distribuição 
seja assimétrica. 
A simetria é condição necessária, mas não é suficiente, um segundo parâmetro 
tradicionalmente analisado é o coeficiente de curtose que diz respeito à concentração dos dados 
observados. O coeficiente de curtose também é tido como não problemático, quando se situa no 
intervalo entre –2 e +2. Valores maiores que +2 indicam uma excessiva concentração dos 
números em um mesmo ponto, indicando um defeito para a normalidade e valores menores que –
2 indicam uma excessiva distribuição o que também seria um problema para a normalidade. 
Observa-se que 4 variáveis (MMP-9, CT-B e CT-K) apresentariam problema se 
analisados com muito rigor pelo coeficiente de curtose já que os valores excedem um pouco o 
limite tolerado de +2 indicando uma excessiva repetição de valores. Ocorre, todavia, que o 
conjunto de dados é muito pequeno, o que pode inflacionar indevidamente o valor desse 
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coeficiente. De qualquer forma, não haveria indícios tão fortes de que os dados apresentem 
problema de curtose já que apesar de superiores a 2, não se aproximam de 3 e deve-se considerar, 
também o tamanho da amostra nesta situação. 
No passado, a análise de normalidade era feita quase que exclusivamente com base 
nesses dois coeficientes, sendo relativamente recente a utilização de um teste formal para 
normalidade.  
No caso, como a amostra é muito pequena recomenda-se a aplicação do teste de 
Shapiro-Wilk (por pequena, entende-se menos que 2000 dados, somente para evidenciar o quão 
pequena é esta amostra). O teste de Shapiro-Wilk fornece uma forma mais completa de se 
evidenciar a aderência à distribuição normal.  
Como todo teste, este também parte de uma hipótese de nulidade (H0), mais 
especificamente, a de que os dados provêm de população normalmente distribuída. Com base 
nesta hipótese é calculada a estatística W (apresentada na tabela) e através dela se chega ao valor-
p associado à rejeição da hipótese de nulidade previamente enunciada. 
Em todo teste estatístico, o valor-p é uma quantificação da probabilidade de erro 
associada à rejeição da hipótese de nulidade. Valores-p muito grandes evidenciam grandes 
probabilidades de erro caso se opte pela rejeição de H0 e valores-p pequenos nos informam que a 
atitude correta é a rejeição da hipótese de nulidade. 
Ao se pensar no parágrafo anterior, há necessidade de se estabelecer o quanto é 
pequeno e o quanto é grande, por isso, previamente à elaboração dos cálculos foi estabelecido o 
nível de significância (0,05 ou 5%). Valores-p menores que 0,05 revelam que o correto é a 
rejeição de H0 e valores-p maiores que 0,05 informam que não há evidências para se rejeitar a 
hipótese de nulidade. 
Em suma, no caso da variável MMP–2, a rejeição da hipótese de nulidade e 
consequente conclusão de que os dados não são aderentes à distribuição normal, ocorre com 
probabilidade de erro de 27,48%; valor muito superior ao nível de significância de 5% arbitrado 
como o máximo tolerado. Conclui-se desta forma, pela ausência de evidências que de a 
distribuição de MMP–2 seja divergente da distribuição normal. 
Conclusões similares são válidas para todas as variáveis já que todos os valores-p 
são superiores a 0,05. Sendo assim, a ideia de que os resíduos seguem a distribuição normal não é 
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absurda o que valida a aplicação do modelo adotado e, consequentemente, a validade das 
estatísticas obtidas a partir dele. 
 
Análise de variância 
A análise de variância é um teste estatístico que permite a comparação das médias 
de grupos. Neste caso, o efeito em estudo é o efeito da natureza do tecido que pode ser Cariado 
ou Saudável. As médias de cada uma das enzimas estudadas serão comparadas através desta 
técnica (tabela 2). 
Tabela 2.  Quadro de análise de variância para comparação das médias das enzimas nos grupos 
caracterizados pelo tipo de tecido (saudável ou cariado). 
 Graus de liberdade Estatística (H0: saudável=cariado) 
Variável Numerador Denominador F Valor-p 
MMP–2 1 4 52,46 0,0019 
MMP–9 1 4 9,72 0,0356 
MMP–8 1 4 83,53 0,0008 
CT-B 1 4 38,09 0,0035 
CT-K 1 4 48,56 0,0022 
CT-L 1 4 18,59 0,0125 
 
O experimento foi composto de 6 amostras (3 valores de cada enzima foi observado 
em cada grupo). Note que cada enzima é analisada de maneira independente, sendo observados, 
portanto, 6 dados em cada enzima. 
O cálculo dos graus de liberdade principia, portanto, da existência de 6 dados. 
Subtraindo-se 1 desse total de dados obtém-se o número total de graus de liberdade em cada uma 
das variáveis: 5. 
Esse total de graus de liberdade é, então fracionado em graus de liberdade 
associados a grupos. Como são dois grupos, subtrai-se 1 e obtém-se um grau de liberdade 
associado ao efeito em estudo, apresentado na tabela anterior como grau de liberdade do 
numerador. 
Do total de 5 graus de liberdade, um é atribuído ao efeito do grupo, restando, 
portanto 4 graus de liberdade associados às causas de variação desconhecidas (acaso) e usadas no 
denominador no cálculo da estatística F. 
                  APÊNDICE 
125 
 
O valor da estatística F nos informa, no final das contas, quantas vezes o efeito de 
grupo é mais efetivo que o efeito do acaso. Valores baixos da estatística F nos informariam que 
os efeitos dos grupos seriam tão importantes quanto (1,00) ou menos importantes que as 
variações casualmente observadas. 
Com base nesta razão F é que se chega ao valor-p associado à hipótese de nulidade 
de que as médias verdadeiras (µ) dos grupos não diferem entre si. Mais uma vez, o fato de ser, ou 
não significativo depende da adoção de um nível de significância e na avaliação do valor-p que 
indica a probabilidade de errar ao afirmar que há diferença entre as médias verdadeiras dos 
grupos. 
Em seguida, cada variável terá o seu resultado apresentado e comentado. 
 
MMP – 2 
No caso da variável MMP–2, são observados fortes indícios (p<0,01) de que há 
diferença entre as médias verdadeiras dos grupos, conforme ilustra a figura 1. 
 
Figura 1. Média (desvio padrão), limite do intervalo de confiança (95%) e teste F para 
comparação das médias de MMP–2 nos níveis do fator tecido. Barras com letras 
iguais indicam médias que não diferem entre si no nível de significância de 5%. 
A comparação entre as médias à luz do intervalo de confiança corrobora os indícios 
detectados no quadro de análise de variância já que a média de MMP – 2 observado no grupo 
Cariado (1,06) é maior que a do grupo saudável (0,44), não havendo qualquer sobreposição dos 
intervalos de confiança. 
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MMP – 9 
No caso da variável MMP–9, são observados indícios (p<0,05) de que há diferença 
entre as médias verdadeiras dos grupos, conforme ilustra a figura 2. 
 
Figura 2. Média (desvio padrão), limite do intervalo de confiança (95%) e teste F para 
comparação das médias de MMP–9 nos níveis do fator tecido. Barras com letras 
iguais indicam médias que não diferem entre si no nível de significância de 5%. 
Ainda que significativo (p<0,05) quando analisada através do quadro de análise de 
variância, neste caso, o gráfico evidencia uma sobreposição dos limites de confiança, não sendo 
corroborada tão claramente no gráfico, a existência de diferenças entre as médias dos grupos. 
De qualquer forma, as condições para que a estatística evidencie a existência de 
diferenças são observadas já que as médias são muito diferentes havendo apenas uma maior 
variabilidade do grupo cariado (desvio padrão: 0,19) em relação à do grupo saudável que 
apresenta um desvio padrão muito menor (0,003). 
 
MMP – 8 
No caso da variável MMP–8, são observados fortes indícios (p<0,01) de que há 
diferença entre as médias verdadeiras dos grupos, conforme ilustra a figura 3. 
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Figura 3. Média (desvio padrão), limite do intervalo de confiança (95%) e teste F para 
comparação das médias de MMP–8 nos níveis do fator tecido. Barras com letras 
iguais indicam médias que não diferem entre si no nível de significância de 5%. 
A comparação entre as médias à luz do intervalo de confiança corrobora os indícios 
detectados no quadro de análise de variância já que a média de MMP – 8 observado no grupo 
Cariado (0,86) é maior que a do grupo saudável (0,28), não havendo qualquer sobreposição dos 
intervalos de confiança. 
 
CT-B 
No caso da variável CT-B, são observados fortes indícios (p<0,01) de que há 
diferença entre as médias verdadeiras dos grupos, conforme ilustra a figura 4. 
 
Figura 4. Média (desvio padrão), limite do intervalo de confiança (95%) e teste F para 
comparação das médias de CT-B nos níveis do fator tecido. Barras com letras iguais 
indicam médias que não diferem entre si no nível de significância de 5%. 
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A comparação entre as médias à luz do intervalo de confiança corrobora os indícios 
detectados no quadro de análise de variância já que a média de CT-B observado no grupo 
Cariado (0,64) é maior que a do grupo Saudável (0,11), não havendo qualquer sobreposição dos 
intervalos de confiança. 
 
CT-K 
No caso da variável CT-K, são observados fortes indícios (p<0,01) de que há 
diferença entre as médias verdadeiras dos grupos, conforme ilustra a figura 5. 
 
Figura 5. Média (desvio padrão), limite do intervalo de confiança (95%) e teste F para 
comparação das médias de CT-K nos níveis do fator tecido. Barras com letras iguais 
indicam médias que não diferem entre si no nível de significância de 5%. 
 
A comparação entre as médias à luz do intervalo de confiança corrobora os indícios 
detectados no quadro de análise de variância já que a média de CT-K observado no grupo 
Cariado (0,49) é maior que a do grupo Saudável (0,04), não havendo qualquer sobreposição dos 
intervalos de confiança. 
 
CT-L 
No caso da variável CT-L, são observados indícios (p<0,05) de que há diferença 
entre as médias verdadeiras dos grupos, conforme ilustra a figura 6. 
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Figura 6. Média (desvio padrão), limite do intervalo de confiança (95%) e teste F para 
comparação das médias de CT-L nos níveis do fator tecido. Barras com letras iguais 
indicam médias que não diferem entre si no nível de significância de 5%. 
 
Ainda que significativo (p<0,05) quando analisada através do quadro de análise de 
variância, neste caso, o gráfico evidencia uma pequena sobreposição dos limites de confiança, 
mas nada que não sustente a ideia de que a média do grupo cariado (0,42) seja significativamente 
superior à do grupo Saudável (0,18). 
 
Relatório de processamento de dados II 
 
Este relatório apresenta a avaliação dos dados obtidos com a quantificação de 
hidroxiprolina nos diferentes protocolos de extração em dentina sadia e cariada. Sendo assim, são 
identificados dois fatores: dentina (que contempla os níveis Cariado e Saudável) e o fator 
Protocolo (que contempla 4 níveis: AC, AF, G-AC e G-EDTA). 
Todos os níveis dos dois fatores são combinados, o que caracteriza um experimento 
inteiramente casualizado com arranjo fatorial 2 x 4 o que permite o teste dos dois fatores 
principais de forma independente e da interação entre eles. 
Nesta situação foi aplicada a técnica de análise de variância e é um requisito 
importante para que este modelo seja válido, a normalidade residual, testada através do teste de 
Shapiro-Wilk. 
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O nível de significância adotado para a redação do relatório, antes da execução dos 
testes estatísticos foi 5% (α=0,05) e os dados foram analisados através do sistema SAS3. 
O teste de Tukey somente seria necessário para a comparação das médias do fator 
protocolo que tem 4 níveis e da interação entre os fatores, não sendo necessário no caso do fator 
Dentina que conta com, somente, dois níveis. 
 
Resultados 
Inicia-se o processo de análise com a avaliação da normalidade residual. Nessa 
primeira análise foi pressuposto que os dados provinham de população com distribuição normal 
(ou Gaussiana). 
Na técnica de análise utilizada, os dados podem ou não ser provenientes de 
distribuição normal, mas as estatísticas somente podem ser consideradas exatas, se os resíduos 
tiverem distribuição gaussiana. Iniciou-se, então a análise pressupondo normalidade dos dados e 
foi avaliada a normalidade dos resíduos observados na análise. 
A avaliação dos resíduos pode ser feita através da estatística de Shapiro-Wilk e dos 
coeficientes de curtose e assimetria, conforme apresentado na tabela 1. 
 
Tabela 3.  Coeficientes de assimetria e curtose e teste de Shapiro-Wilk para avaliação da 
aderência dos erros à distribuição normal calculados com base na pressuposição de 
que os dados seguem a distribuição Gaussiana. 
 Coeficiente Teste de Shapiro-Wilk (H0:Normal) 
Variável Assimetria Curtose Estatística W Valor-p 
HYP 1,54892 9,90988 0,84193 <0,0001 
 
O coeficiente de assimetria se situa no intervalo tido como razoável (entre -2 e +2), 
entretanto, o coeficiente de curtose excede em muito esta faixa o que não nos permite concluir 
com segurança que os resíduos sejam aderentes à distribuição normal. 
Adicionalmente o teste de Shapiro-Wilk nos dá fortes indícios (p<0,01) de que os 
resíduos não são aderentes à distribuição normal. 
                                                             
3 SAS Institute Inc. The SAS System, release 9.2. SAS Institute Inc., Cary:NC. 2008. 
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Tudo isso coloca em cheque a validade das estatísticas obtidas a partir da 
pressuposição de normalidade dos dados, sendo assim sugere-se a troca da distribuição 
pressuposta para os dados e em seguida a nova avaliação da normalidade residual. A avaliação do 
gráfico da distribuição dos resíduos nos permite sugerir que os dados sejam aderentes à 
distribuição Lognormal, com isso, nova análise de resíduos será conduzida com base na 
presunção desta distribuição e os resultados são apresentados na tabela 2. 
 
Tabela 4.  Coeficientes de assimetria e curtose e teste de Shapiro-Wilk para avaliação da 
aderência dos erros à distribuição normal calculados com base na pressuposição de 
que os dados seguem a distribuição Lognormal. 
 Coeficiente Teste de Shapiro-Wilk (H0:Normal) 
Variável Assimetria Curtose Estatística W Valor-p 
HYP -0,15167 0,033392 0,98250 0,34383 
 
Não mais são observados indícios de que os resíduos não sejam aderentes à 
distribuição Gaussiana o que valida a aplicação da análise de variância, desde que assumido que 
os dados seguem a distribuição lognormal. 
 
Análise de variância 
Neste modelo de análise de variância são testados 3 efeitos: o da dentina, o do 
protocolo e o da interação entre os efeitos principais (dentina*protocolo) e o resultado do quadro 
de análise de variância é apresentado na tabela 3. 
 
Tabela 5.  Quadro de análise de variância para comparação das médias de liberação de 
hidroxiprolina nos fatores dentina, protocolo e interação. 
 Graus de liberdade Estatística 
Efeito Numerador Denominador F Valor-p 
Dentina 1 72 202,03 <0,0001 
Protocolo 3 72 128,52 <0,0001 
Dentina*Protocolo 3 72 14,45 <0,0001 
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São observados fortes indícios de que os dois fatores principais e a interação 
influenciam significativamente a liberação de hidroxiprolina. Nesta situação é obrigatório o 
desdobramento do estudo da interação comparando os níveis de um fator dentro do outro e para 
isto é necessária a aplicação do teste para comparações múltiplas de médias de Tukey e o 
resultado é apresentado na tabela 4. 
 
Tabela 6.  Média (desvio padrão) e teste para comparações múltiplas de médias de Tukey-
Kramer com nível de significância de 5%. 
 Dentina 
Protocolo Cariada Sadia 
AC 0,651(0,151) Aa 0,317(0,073) Ba 
AF 0,123(0,021) Ac 0,072(0,021) Bb 
G-AC 0,270(0,068) Ab 0,049(0,028) Bc 
G-EDTA 0,115(0,037) Ac 0,033(0,013) Bc 
Médias com letras maiúsculas iguais indicam níveis de dentina que não diferem entre si 
(comparação na linha) e letras minúsculas iguais indicam níveis de protocolo que não diferem 
entre si (comparação na coluna). 
 
O fato de a interação ser significativa indica que os resultados das combinações dos 
níveis dos fatores geram variações diferentes dos efeitos de cada fator em separado, por isso, 
quando se comparam as médias de liberação de hidroxiprolina nos níveis do fator dentina, isso 
deve ser feito isoladamente em cada um dos protocolos, conforme pode ser visualizado na figura 
1. 
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Figura 7. Média (desvio padrão), limite do intervalo de confiança (95%) e teste de Tukey-
Kramer para comparação das médias de Liberação de Hidroxiprolina nos níveis do 
fator dentina dentro dos protocolos. Barras com letras iguais indicam médias que não 
diferem entre si no nível de significância de 5%. 
 
Nesse caso a interação se revela no formato de uma potencialização dos efeitos da 
dentina de acordo com o protocolo. Em todos os protocolos a quantidade liberada de 
hidroxiprolina é maior na dentina cariada, entretanto nos protocolos AC e G-AC essa diferença é 
bem maior que nos protocolos AF e G-EDTA quando consideradas as diferenças. Quando 
considerada a proporção, no protocolo G-AC a média de hidroxiprolina liberada é 5 vezes maior 
na dentina cariada que na sadia enquanto que no protocolo AF e AC é apenas  duas vezes maior. 
Além da comparação dos níveis de hidroxiprolina nos níveis do fator dentina, 
também é necessária a comparação dos níveis do protocolo e isso deve ser feito de maneira 
independente na dentina sadia e na dentina cariada, conforme ilustra a figura 2. 
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Figura 8. Média (desvio padrão), limite do intervalo de confiança (95%) e teste de Tukey-
Kramer para comparação das médias de Liberação de Hidroxiprolina nos níveis do 
fator protocolo dentro dos níveis do fator dentina. Barras com letras iguais indicam 
médias que não diferem entre si no nível de significância de 5%. 
 
A figura 2 evidencia dois padrões de comportamento dos protocolos, um para a 
dentina cariada e outro para a dentina sadia. Em ambos os níveis do fator dentina o procotolo AC 
é o que exibe maior média de liberação de hidroxiprolina, entretanto quando se compara a 
segunda maior média de liberação, na dentina cariada observa-se o protocolo G-AC com média 
significativamente superior à dos protocolos AF e G-EDTA. Já na dentina sadia, o protocolo AF 
que exibe a segunda maior média, significativamente diferente das observadas nos protocolos G-
AC e G-EDTA. 
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C) Participação em outros trabalhos submetidos para publicação ou já publicados 
 
- Colaboração no trabalho “Chlorhexidine Inhibits the Activity of Dental Cysteine Cathepsins” 
publicado no Journal of Dental Research 2012; 91(4): 420-425. 
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- Colaboração no trabalho “In Vivo Bleaching Increases the Activity of Dentinal Proteases” 
enviado para publicação ao Journal of Dental Research. 
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